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DESCRIPCION

Proteinas de fusion para facilitar la seleccion de células infectadas con virus vaccinia recombinante de gen de
inmunoglobulina especifica.

Antecedentes de la invencién
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a un método de alta eficiencia para expresar moléculas de inmunoglobulina en
particulas de virus vaccinia, por ejemplo, viriones EEV, y/o en células huésped, un método para producir bibliotecas
de cadenas pesadas y ligeras de inmunoglobulina para la expresién en particulas de virus vaccinia, por ejemplo,
viriones EEV, y/o células eucaridticas y métodos de aislamiento de inmunoglobulinas que unen antigenos
especificos. La invencion también se refiere a proteinas de fusion usadas para expresar moléculas de
inmunoglobulina en particulas de virus vaccinia, por ejemplo, viriones EEV, o en células huésped.

Técnica Relacionada
Produccién de inmunoblobulina

Se emplean anticuerpos de especificidad definida en un nimero creciente de aplicaciones terapéuticas diversas. Se
han utilizado varios métodos para obtener anticuerpos Utiles para uso terapéutico humano. Estos incluyen
anticuerpos quiméricos y humanizados y anticuerpos totalmente humanos seleccionados de bibliotecas, por ejemplo,
bibliotecas de presentacién de fagos, o de animales transgénicos. Las bibliotecas de inmunoglobulina construidas en
bacteriéfagos pueden derivar de células productoras de anticuerpos de individuos no tratados o inmunizados
especificamente y podrian, en principio, incluir emparejamientos nuevos y diversos de cadenas ligeras y pesadas de
inmunoglobulina humana. Aunque esta estrategia no presenta una limitacion de repertorio intrinseco, requiere que
las regiones determinantes de complementariedad (CDR) del fragmento de inmunoglobulina expresado se sinteticen
y se doblen adecuadamente en células bacterianas. Muchas regiones de unién al antigeno, sin embargo, son
dificiles de ensamblar correctamente como una proteina de fusién en células bacterianas. Ademas, la proteina no
sufrira modificaciones postraduccionales eucariotas normales. Como resultado, este método impone un filiro
selectivo diferente sobre las especificidades del anticuerpo que se pueden obtener. Alternativamente, los
anticuerpos totalmente humanos pueden ser aislados de bibliotecas en sistemas eucariéticos, por ejemplo,
presentaciéon de levadura, presentacion retroviral o expresion en virus ADN, como poxvirus. Véase, por ejemplo, la
patente de los Estados Unidos No. 7,858,559 y el documento US 2005/266425 A1. También, el documento EP 1 516
932A1 se refiere a una particula poxviral que tiene una especificidad de infeccién dirigida por una porcién de ligando
heterdlogo presente en la superficie de dicha particula poxviral y describe que las particulas poxviral pueden
identificarse mediante la seleccién de una biblioteca de particulas poxviral.

La presente invencion permite una expresion eficiente de una biblioteca de anticuerpos totalmente humanos sobre la
superficie del virus vaccinia, un virus de mamifero envuelto. De manera similar a la presentacion de fagos, se utilizan
condiciones en las que cada virién de vaccinia expresa una sola inmunoglobulina, por ejemplo, un anticuerpo o scFV,
sobre su superficie.

Sin embargo, en la presente invencién, se han desarrollado diversos métodos basados en la exploracién (panning) y
en perlas magnéticas para seleccionar bibliotecas de viriones vaccinia-MAb para seleccionar virus recombinantes
que codifican anticuerpos especificos. Cuando se infectan las células de mamiferos, el anticuerpo no solo se
incorpora en el virus recién producido, sino que también se visualiza en la superficie de la célula huésped. Esto
permite estrategias de seleccion eficientes, que combinan los beneficios de la seleccion de viriones vaccinia-MAb en
un sistema de panning libre de células, seguido por la seleccién basada en células para una alta especificidad y
optimizacién de anticuerpos.

Esto difiere de otras tecnologias en el campo que expresan un unico scFV pero no expresan una biblioteca. Ademas,
se disefian otras tecnologias para redirigir la infeccion de vaccinia a través del scFV para terapia génica, que no se
usan para el descubrimiento de anticuerpos. Adicionalmente, la tecnologia actual difiere de la tecnologia anterior al
utilizar EEV en lugar de IMV y también mediante la utilizaciéon de diferentes proteinas de fusion (por ejemplo, A56R).

Compendio de la invencion
La invencién es conforme se define en las reivindicaciones.

En ciertos aspectos, la invencion se refiere a una proteina de fusion que comprende un dominio de regién variable
de cadena pesada de inmunoglobulina fusionado al extremo N de (a) un segmento polipeptidico que consiste en los
aminodcidos 117 a 421 de la SEQ ID NO: 11, que es el dominio CH1 de la IgG1 humana fusionada a la region del
tallo, el dominio transmembrana y el dominio intracelular de la proteina A56R del virus vaccinia o (b) un segmento
polipeptidico que consta de los amino&cidos 117 a 653 de la SEQ ID NO: 30, que es la region constante completa de
la IgG1 humana fusionada a la regién del tallo, el dominio transmembrana y el dominio intracelular de una proteina
A56R de un virus vaccinia; donde la proteina de fusion puede expresarse en la superficie de una particula de virus
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vaccinia con envoltura extracelular (EEV) y donde la proteina de fusion, cuando se combina con un dominio variable
de cadena ligera, puede formar un dominio de unién al antigeno de una molécula de inmunoglobulina.

En ciertos aspectos, la invencion se refiere a un polinucleétido que codifica dicha proteina de fusién. En ciertas
realizaciones, el polinucleétido comprende nucleétidos de la SEQ ID NO: 10 que codifica los aminoacidos 108 a 314
de A56R de la cepa del virus vaccinia de Western Reserve. En ciertas realizaciones, el polinucleétido codifica los
aminodcidos 215 a 421 de la SEQ ID NO: 11. En ciertas realizaciones, el polinucleétido comprende nucleétidos de la
SEQ ID NO: 10 que codifica los aminoacidos 215 a 421 de la SEQ ID NO: 11.

En ciertos aspectos, la invencion se refiere a un vector de virus vaccinia que comprende dicho polinucleétido.
En otro aspecto, la invencién se refiere a una célula huésped que comprende dicho vector de virus vaccinia.

En otro aspecto, la invencién se refiere a una biblioteca de vaccinia recombinante, que comprende una biblioteca de
polinucleétidos que codifican una pluralidad de polipéptidos de fusién de inmunoglobulina que comprenden
diferentes regiones variables de cadena pesada de inmunoglobulina, donde cada polipéptido de fusién de
inmunoglobulina, en orden N- a C-terminal, comprende un dominio variable de cadena pesada fusionado a un
dominio constante CH1 fusionado a un segmento polipeptidico que comprende el dominio transmembrana de una
proteina de membrana especifica EEV, donde la biblioteca de polinucleétidos se construye en un vector de virus
vaccinia y donde cada polinucleétido en la biblioteca comprende los siguientes elementos:

(a) un cebador polinucleétido que codifica un cebador segmento polipeptidico que comprende un dominio de
cadena pesada IgG CH1;

(b) un segundo polinucleétido que codifica un segundo segmento polipeptidico que comprende la regidn del tallo,
el dominio transmembrana y el dominio intracelular de la proteina de membrana especifica EEV del virus
vaccinia A56R, situada en direccién descendente respecto del cebador polinucleétido que codifica el cebador
segmento del polipéptido; y

(c) un tercer polinucleétido que codifica una regién variable de cadena pesada (VH) de inmunoglobulina o un
fragmento de ella en direccién ascendente respeto del cebador polinucledtido que codifica el cebador segmento
polipeptidico;

donde la proteina de fusion de inmunoglobulina se puede expresar en la superficie de una particula de vaccinia EEV
y la proteina de fusion se puede combinar con una cadena ligera de inmunoglobulina para formar un dominio de
unién al antigeno de una molécula de inmunoglobulina. En ciertas realizaciones, la proteina de fusion comprende
aminodcidos de la SEQ ID NO: 11 que corresponde a los aminoacidos de secuencia polipeptidica 108 a 314 de
A56R de la cepa del virus vaccinia de Western Reserve. En ciertas realizaciones, la proteina de fusion comprende
aminoacidos 215 a 421 de la SEQ ID NO: 11. En ciertas realizaciones, la proteina de fusion comprende aminoacidos
215 a 421 de la SEQ ID NO: 11 que corresponde a los aminoacidos de secuencia polipeptidica 108 a 314 de A56R
de la cepa del virus vaccinia de Western Reserve.

En otro aspecto, la invencién comprende métodos, como se indica en las reivindicaciones, para la seleccion de
polinucleétidos que codifican un region variable de la cadena pesada de inmunoglobulina de unién al antigeno o
fragmento de unién al antigeno de esta, que comprende: (a) introducir la biblioteca de polinucleétidos que codifican
proteinas de fusién de inmunoglobulina en una poblacién de células huésped permisivas para la infectividad del virus
vaccinia; (b) introducir uno o mas polinucleédtidos que codifican una cadena ligera de inmunoglobulina en la
poblacién de células huésped, donde una proteina de fusion de inmunoglobulina es capaz de combinarse con una
cadena ligera de inmunoglobulina para formar un dominio de unién al antigeno de una molécula de inmunoglobulina;
(c) permitir la liberacion de virus envueltos extracelulares (EEV) de las células huésped; (d) poner en contacto los
EEV liberados con un antigeno y (e) recuperar los polinucleétidos que codifican los polipéptidos de fusion de
inmunoglobulina expresados en la superficie de la membrana de EEV que se unen especificamente al antigeno en la
etapa (d).

En una realizacion, los métodos comprenden ademas: (f) introducir los polinucleétidos recuperados en (e) en una
segunda poblacion de células huésped permisivas para la infectividad del virus vaccinia; (g) introducir uno o mas
polinucleétidos que codifican una cadena ligera de inmunoglobulina en la poblacion de células huésped, de manera
que se forme un dominio de unién al antigeno de una molécula de inmunoglobulina; (h) permitir la liberacion de virus
envueltos extracelulares (EEV) de las células huésped; (i) poner en contacto los EEV liberados con un antigeno y (j)
recuperar los polinucleétidos de la biblioteca que codifican los polipéptidos de fusién de inmunoglobulina expresados
en la superficie de la membrana de EEV que se unieron al antigeno en la etapa (i).

En ciertas realizaciones, los pasos (f)-(j) se repiten una o méas veces, con lo que se enriquece a los polinucleétidos
de la biblioteca que codifican los polipéptidos de fusion de cadena pesada de inmunoglobulina expresados en la
superficie de la membrana de EEV que se unen especificamente al antigeno.

En ciertas realizaciones, los polinucleétidos recuperados de la biblioteca estan aislados.
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La divulgacion también proporciona un método para seleccionar polinucleédtidos que codifican una molécula de
inmunoglobulina de unién al antigeno o un fragmento de union al antigeno de esta, que comprende: (a) introducir
una primera biblioteca, que es una biblioteca de conformidad con la invencién, en una poblacién de células huésped
permisivas para la infectividad del virus vaccinia; (b) introducir una segunda biblioteca en la poblacién de células
huésped, donde en la segunda biblioteca comprende una pluralidad de polinucleétidos que codifican una cadena
ligera de inmunoglobulina, donde el polipéptido de fusién de inmunoglobulina es capaz de combinarse con la cadena
ligera de inmunoglobulina para formar una molécula de inmunoglobulina o un fragmento de unién al antigeno de esta;
(c) permitir la expresion del polipéptido de fusion de inmunoglobulina de las células huésped; (d) recoger el
polipéptido de fusién de inmunoglobulina de las células huésped; (e) poner en contacto el polipéptido de fusién de
inmunoglobulina recogido con un antigeno y (f) recuperar los polinucleétidos de la primera biblioteca que codifican
los polipéptidos de fusién de inmunoglobulina que son especificos para el antigeno.

En una realizacion, el método proporcionado comprende ademas: (g) introducir los polinucleétidos recuperados en (f)
en una segunda poblacion de células huésped permisivas para la infectividad del virus vaccinia; (h) introducir en la
segunda poblacion de células huésped la segunda biblioteca de polinucleétidos; (i) permitir la expresion del
polipéptido de fusién de inmunoglobulina de las células huésped; (j) recoger el polipéptido de fusion de
inmunoglobulina de las células huésped; (k) poner en contacto el polipéptido de fusiéon de inmunoglobulina recogido
con un antigeno y (I) recuperar los polinucleétidos de la primera biblioteca que codifican los polipéptidos de fusion de
inmunoglobulina que son especificos para el antigeno.

En ciertas realizaciones, los pasos (g)-(I) se repiten una o mas veces, enriqueciendo asi los polinucleétidos de la
primera biblioteca que codifican las regiones variables de la cadena pesada de inmunoglobulina o sus fragmentos de
unién al antigeno, como parte de un polipéptido de fusién de inmunoglobulina que se une especificamente al
antigeno.

La divulgacion también proporciona un método para seleccionar polinucleétidos que codifican una region variable de
cadena pesada (VH) de inmunoglobulina especifica de antigeno o un fragmento de unién al antigeno de esta, que
comprende el aislamiento de dicho tercer polinucledtido que codifica la region variable de cadena pesada (VH) de la
inmunoglobulina seleccionada o su fragmento de unién al antigeno.

Breve descripcion de las figuras
La FIG. 1. muestra los elementos del plasmido pJEM1 y sus respectivas secuencias (SEQ ID NO: 1).
La FIG. 2. ilustra la estrategia general para la seleccion de bibliotecas mediante un virus vaccinia recombinante.

Las FIG. 3A-C muestran datos de andlisis de clasificacion de células activadas por fluorescencia (FACS) para la
tincion de C35 vy tinciébn de CD100 de células Hela infectadas con virus vaccinia recombinante EEV que expresa
H2124-A56R + L517 (B) 0 2408-A56R-scFV (C) en comparacion con células infectadas de tipo (WT) (A).

Las FIG. 4A-B muestran los resultados de unién ELISA para EEV que contienen la proteina de fusién especifica C35
(etiquetada "A56R EEV"), un control ("L517+G7000-A56R EEV") y un anticuerpo especifico de C35 en formato IgG1
unido a membrana estandar ("mbg EEV ") con C35/Anti-Vac HRP (A) y C35/Anti-Fab (B).

Las FIG. 5A-D muestran los resultados de la placa de ensayo de placa para la unién C35 después de 2 horas (A) y
durante la noche (B), y la union VEGF después de 2 horas (C) y durante la noche (D).

La FIG. 6. es una ilustracién de la estrategia de seleccion del anticuerpo CD100.

La FIG. 7. muestra una alineacion de la secuencia VH del clon C20 de CD100 (SEQ ID NO: 19) y un clon VH
idéntico identificado por la seleccion de la biblioteca de vaccinia recombinante.

La FIG. 8. muestra los resultados de la citometria de flujo de C35 y Her2 para la seleccion de Her2.3.2 y Her2.3.3.
con cadenas ligeras L48, L116 y L9021.

La FIG. 9. es una ilustracién de la estrategia de seleccion del anticuerpo Her2.

La FIG. 10. Muestra los resultados de la citometria de flujo para C35 + anti-His y Her2 + anti-His para la seleccion de
Her2.3.2 y Her2.3.3.

La FIG. 11. muestra una alineacion de la secuencia VH del clon B10 de Her2 (SEQ ID NO: 20) y un clon VH idéntico
identificado por la seleccion de la biblioteca de vaccinia recombinante.

FIG.12. muestra un diagrama de las construcciones “Fab”, “TR” e “IgG-gamma de cadena pesada”.

La FIG. 13. Muestra datos de andlisis de clasificacion de células activadas por fluorescencia (FACS) para la tincién
de C35 y la tincién de Her2 de células Hela infectadas con virus vaccinia recombinante EEV que expresa 8000-Fab
L8000.
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La FIG. 14. Muestra datos de analisis de clasificacién de células activadas por fluorescencia (FACS) para la tincion
de C35 y la tincién de Her2 de células Hela infectadas con virus vaccinia recombinante EEV que expresa (A) 8000-
IgG L8000 y (B) 8000-TR L8000.

La FIG. 15. muestra datos de andlisis de clasificacion de células activadas por fluorescencia (FACS) para la tincién
de C35 y la tincion de Her2 de células Hela infectadas con virus vaccinia recombinante EEV que expresa (A)
H2124-1gG y (B) H2124-TR L517.

La FIG. 16. Muestra los controles para el analisis de flujo de CD100 Lib 10.3 Datos de analisis de clasificacién de
células activadas por fluorescencia (FACS) para la tincién de Her2 y la tincion CD 100 de células Hela infectadas
con virus vaccinia recombinante EEV que expresa (A) 2368 y (B) 8000.

La FIG. 17. muestra los resultados del andlisis de flujo de CD100 Lib 10.3 de tosilo seleccionado. Datos de analisis
de clasificacion de células activadas por fluorescencia (FACS) para la tincion de Her2 y la tincion de CD100 de
células Hela infectadas con virus vaccinia recombinante EEV que expresa (A) L223, (B) L151 y (C) L9021.

FI1G.18. muestra los resultados del analisis de flujo de CD100 Lib 10.3 de tosilo seleccionado. Datos de andlisis de
clasificacion de células activadas por fluorescencia (FACS) para la tincién de Her2 y la tincién de CD100 de células
Hela infectadas con virus vaccinia recombinante EEV que expresa (A) L48, (B) L7110, y (C) L122.

La FIG. 19. muestra los resultados del andlisis de flujo de CD100 Lib 10.3 de tosilo seleccionado. Datos de analisis
de clasificacion de células activadas por fluorescencia (FACS) para la tincion de Her2 y la tincion de CD100 de
células Hela infectadas con virus vaccinia recombinante EEV que expresa (A) L116, (B) L214 y (C) L3-1.

La FIG. 20. Muestra los resultados del andlisis de flujo de CD100 Lib 10.3 de ProG seleccionado. Datos de analisis
de clasificacion de células activadas por fluorescencia (FACS) para la tincion de Her2 y la tincion de CD100 de
células Hela infectadas con virus vaccinia recombinante EEV que expresa (A) L223, (B) L151 y (C) L9021.

La FIG. 21. Muestra los resultados del analisis de flujo de CD100 Lib 10.3 para ProG seleccionado. Datos de andlisis
de clasificacion de células activadas por fluorescencia (FACS) para la tincion de Her2 y la tincion de CD100 de
células Hela infectadas con virus vaccinia recombinante EEV que expresa (A) L48, (B) L7110, y (C) L122.

La FIG. 22. Muestra los resultados del analisis de flujo de CD100 Lib 10.3 para ProG seleccionado. Datos de analisis
de clasificacion de células activadas por fluorescencia (FACS) para la tincion de Her2 y la tincion de CD100 de
células HelLa infectadas con virus vaccinia recombinante EEV que expresa (A) L116, (B) L214 y (C) L3-1.

La FIG. 23. muestra los controles para el andlisis de flujo de CD100 Lib 10.3/L3-1. Datos de analisis de clasificacién
de células activadas por fluorescencia (FACS) para la tinciéon del precomplejo Her2 y la tincién de 2 etapas de CD
100 y la tincién del precomplejo CD100 de células Hela infectadas con virus vaccinia recombinante EEV que
expresa (A) 8000 y (B) 2368.

La FIG. 24. muestra los resultados del andlisis de flujo de CD100 Lib 10.3Tosilo/L3-1. Datos de andlisis de
clasificacion de células activadas por fluorescencia (FACS) para la tincion del precomplejo Her2, la tincion de 2
etapas de CD 100 y la tincién del precomplejo CD100 de células Hela infectadas con virus vaccinia recombinante
EEV que expresa (A) CD100 Lib 10.3 de tosilo preseleccionado y (B) CD100 Lib 10.3 de tosilo seleccionado.

La FIG. 25. muestra los resultados del analisis de flujo de CD100 Lib 10.3ProtG/L3-1. Datos de andlisis de
clasificacion de células activadas por fluorescencia (FACS) para la tincion del precomplejo Her2, la tincion de 2
etapas de CD 100 y la tincién del precomplejo CD100 de células Hela infectadas con virus vaccinia recombinante
EEV que expresa (A) CD100 Lib 10.3 de ProtG preseleccionada y (B) CD100 Lib 10.3 de ProtG seleccionada.

La FIG. 26. muestra los resultados de la citometria de flujo con una especificidad a CD100 sobre células Jurkat
(CD100+) y células BxPc3 para mAbs 2050, 2063 y 2110.

La FIG. 27. muestra los resultados de ELISA en (A) huCD100-His recubierta y (B) hemoglobina recubierta con tres
anticuerpos especificos de CD100 (Mab2050, MabC2063 y MabC2110) en comparacion con los controles positivos y
negativos.

La FIG. 28. muestra un esquema para la identificacion de Ig-H/Ig-L especificos después de los métodos de
visualizacion de vaccinia.

La FIG. 29. Datos de andlisis de clasificacién de células activadas por fluorescencia (FACS) para la tincién de C35 y
Her2 de células Hela infectadas con virus vaccinia recombinante EEV que expresa clones Her2 especificos (A) D5,
(B) D8 y (C) H2.

La FIG. 30. Muestra resultados de ELISA para tres anticuerpos especificos Her2 (Mab8287, Mab8290 y Mab9298).

La FIG. 31. muestra los resultados de la citometria de flujo con una especificidad a Her2 sobre células SKBR3
(Her2+++) y para Mab8289, Mab8293 y Mab8297.
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Descripcién detallada
La invencién es conforme se define en las reivindicaciones.

La presente invencion se relaciona ampliamente con los métodos para identificar y/o producir moléculas de
inmunoglobulinas de unién al antigeno funcionales o fragmentos de inmunoglobulina de unién al antigeno (es decir,
fragmentos de unidn al antigeno) en un sistema eucariético desplegado en la superficie del virus vaccinia con
envoltura extracelular. (EEV), como una fusién con un segmento polipeptidico que comprende el dominio
transmembrana de una proteina de membrana especifica de EEV. Ademas, la invencién se relaciona con métodos
para identificar polinucleétidos que codifican una molécula de inmunoglobulina de unién al antigeno o un fragmento
de inmunoglobulina de unién al antigeno de bibliotecas de expresion de complejos de polinucleétidos que codifican
dichas moléculas o fragmentos de inmunoglobulina, donde las bibliotecas se construyen y se seleccionan a partir de
un sistema eucariota desplegado en la superficie del virus vaccinia con envoltura extracelular (EEV), como una
fusién con un segmento polipeptidico que comprende el dominio transmembrana de una proteina de membrana
especifica de EEV. Otras realizaciones relacionadas con una proteina de fusion que comprende (a) un cebador
segmento polipeptidico que comprende el dominio CH1 de la cadena pesada humana (b) un segundo segmento
polipeptidico que comprende los dominios extracelular y transmembrana de una proteina de membrana especifica
del virus con envoltura extracelular (EEV). Una proteina de fusién como se describe en la presente incluye una
region variable de cadena pesada, que, cuando se combina con una cadena ligera de inmunoglobulina adecuada, se
une a un antigeno de interés.

La presente invencidén también permite la construccion de bibliotecas de inmunoglobulinas complejas en un sistema
eucariotico desplegado en la superficie del virus vaccinia con envoltura extracelular (EEV), como una fusién con un
segmento polipeptidico que comprende el dominio transmembrana de una proteina de membrana especifica de EEV.

Resulta importante sefalar que el término "un" o "una" en relacién con una entidad se refiere a uno 0 mas de esa
entidad; por ejemplo, se entiende que el término “una molécula de inmunoglobulina” representa una o mas
moléculas de inmunoglobulina. Los términos "un" (o "una"), "uno o mas", y "al menos uno" pueden utilizarse
indistintamente en la presente.

El término "eucariota" o "organismo eucariético" abarca todos los organismos de los reinos animal, vegetal y protista,
incluidos protozoos, hongos, levaduras, algas verdes, plantas unicelulares, plantas multicelulares y todos los
animales, tanto vertebrados como invertebrados. El término no comprende bacterias o virus. El término "célula
eucariota" abarca tanto el singular, "célula eucariota", como el plural, "células eucariéticas", y comprende células
derivadas de un eucariota.

El término "vertebrado" abarca tanto el singular, "vertebrado”, como el plural, "vertebrados", y comprende mamiferos
y aves, asi como peces, reptiles y anfibios.

El término "mamifero” abarca tanto el singular, "mamifero", como el plural, "mamiferos", e incluye, a modo no
taxativo, seres humanos; primates, como simios, monos, orangutanes y chimpancés; canidos, como perros y lobos;
felinos, como gatos, leones y tigres; équidos, como caballos, burros y cebras; animales destinados a la alimentacion,
como vacas, cerdos y ovejas; ungulados, como venados Yy jirafas; roedores, como ratones, ratas, hamsteres y
cobayas, y osos. En ciertas realizaciones, el mamifero es un humano.

Los términos "cultivo tisular" o "cultivo celular" o "cultivo" o "cultivacion" se refieren al mantenimiento o crecimiento
de células o tejidos animales o vegetales in vitro en condiciones que permiten la preservacion de la arquitectura
celular, la preservacion de la funcién celular, la diferenciacion adicional o las tres. Las "células de tejido primario” son
aquellas tomadas directamente del tejido, es decir, una poblacién de células del mismo tipo que realizan la misma
funcién en un organismo. El tratamiento de dichas células tisulares con la enzima proteolitica tripsina, por ejemplo,
las disocia en células tisulares primarias individuales que crecen o mantienen la arquitectura celular cuando se
siembran en placas de cultivo.

El término "polinucleotido” se refiere a uno 0 mas segmentos de acido nucleico o moléculas de &cido nucleico, por
ejemplo, fragmentos de ADN o ARN, presentes en un acido nucleico o una construccion. Un "polinucleétido que
codifica un polipéptido de la subunidad de inmunoglobulina” se refiere a un polinucleétido que comprende la regién
codificante para dicho polipéptido. Ademas, un polinucleétido puede codificar un elemento regulador, como un
promotor o un terminador de la transcripcion, o puede codificar un elemento especifico de un polipéptido o proteina,
como un péptido senal secretor o un dominio funcional.

Como se usa en la presente, el término "identificar" se refiere a métodos en los que las moléculas deseadas, por
ejemplo, polinucleétidos que codifican moléculas de inmunoglobulina con una especificidad o funcién deseada, se
diferencian de una pluralidad o biblioteca de dichas moléculas. Los métodos de identificacion incluyen “seleccién” y
“filtrado”. Como se usa en la presente, los métodos de "seleccion" son aquellos en los que las moléculas deseadas
se pueden separar directamente de la biblioteca. Por ejemplo, en un método de seleccion descrito en la presente,
las células huésped que comprenden los polinucleétidos deseados se separan directamente de las células huésped
que comprenden el resto de la biblioteca al sufrir un evento litico y, por lo tanto, se liberan del sustrato al que se
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encuentran unidas las demas células huésped. Como se usan en la presente, los métodos de "filtrado" son aquellos
en los que los grupos que comprenden las moléculas deseadas se someten a un ensayo en el que se puede
detectar la molécula deseada. Las partes alicuotas de los grupos en los que se detecta la molécula se dividen en
grupos sucesivamente mas pequefios que también se analizan, hasta que se logra un grupo que esta muy
enriquecido con la molécula deseada.

Inmunoglobulinas Como se usa en al presente, una "molécula de inmunoglobulina" se define como una
inmunoglobulina bimolecular completa, es decir, que comprende generalmente cuatro "polipéptidos de subunidad",
es decir, dos cadenas pesadas idénticas y dos cadenas ligeras idénticas. En algunos casos, por ejemplo, las
moléculas de inmunoglobulina derivadas de especies de camélidos o disefiadas a base de inmunoglobulinas de
camélidos, una molécula de inmunoglobulina completa puede consistir solo en cadenas pesadas, sin cadenas
ligeras. Véase, por ejemplo, Hamers-Casterman et al., Nature 363:446-448 (1993). Por lo tanto, por "polipéptido de
subunidad de inmunoglobulina” se entiende un polipéptido de cadena pesada Unico o un polipéptido de cadena
ligera anico. Las moléculas de inmunoglobulina también se denominan "anticuerpos”, y los términos se usan
indistintamente en la presente. Una "inmunoglobulina aislada" se refiere a una molécula de inmunoglobulina o dos o
mas moléculas de inmunoglobulina, que se eliminan sustancialmente del medio de las proteinas y otras sustancias y
que se unen a un antigeno especifico.

La cadena pesada, que determina la "clase" de la molécula de inmunoglobulina, es el mayor de los dos polipéptidos
de la subunidad y comprende una region variable y una regiéon constante. Por "cadena pesada" se entiende una
forma de cadena pesada secretada de longitud completa, es decir, una que se libera de la célula, o una forma de
cadena pesada unida a la membrana, es decir, que comprende un dominio que abarca la membrana, por ejemplo,
fusiones con un segmento polipeptidico que comprende el dominio transmembrana de una proteina de membrana
especifica de EEV. Las "clases" de inmunoglobulina se refieren a los amplios grupos de inmunoglobulinas que
cumplen diferentes funciones en el huésped. Por ejemplo, las inmunoglobulinas humanas se dividen en cinco clases,
es decir, IgG, que comprende una cadena pesada y, IgM, que comprende una cadena pesada W, IgA, que
comprende una cadena pesada a, IgE, que comprende una cadena pesada ¢, e IgD, que comprenden una cadena
pesada .

Por "cadena ligera" se entiende la subunidad de inmunoglobulina méas pequefa que se asocia con la region amino
terminal de una cadena pesada. Al igual que una cadena pesada, una cadena ligera comprende una regién variable
y una regioén constante. Hay dos tipos diferentes de cadenas ligeras, K y A, y un par de dichas cadenas pueden
asociarse con un par de cualquiera de las diversas cadenas pesadas para formar una molécula de inmunoglobulina.

Los polipéptidos de subunidad de inmunoglobulina comprenden tipicamente una region constante y una region
variable. En la mayoria de las especies, la region variable de la cadena pesada, o el dominio Vu, y la region variable
de la cadena ligera, o el dominio Vi, se combinan para formar una "regiéon determinante de la complementariedad" o
CDR, la porcion de una molécula de inmunoglobulina que reconoce especificamente un epitope antigénico. Se
produce un gran repertorio de regiones variables asociadas con regiones constantes de cadena pesada y ligera tras
la diferenciacion de células productoras de anticuerpos en un animal a través de reordenamientos de una serie de
segmentos de ADN de linea germinal que dan como resultado la formacién de un gen que codifica una regién
variable determinada. Otras variaciones de las regiones variables de la cadena pesada y ligera tienen lugar a través
de mutaciones somaticas en células diferenciadas. La estructura y la formacion in vivo de moléculas de
inmunoglobulina son bien conocidas por los entendidos en la técnica de la inmunologia. Se pueden encontrar
revisiones concisas de la generacién de diversidad de inmunoglobulinas, por ejemplo, en Harlow and Lane,
Antibodies, A Laboratory Manual Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y. (1988) (en adelante,
"Harlow"); y Raoitt, et al., Immunology Gower Medical Publishing, Ltd., London (1985) (en adelante, "Roitt").

Como se usa en la presente, un "fragmento de unidén al antigeno” de una molécula de inmunoglobulina es cualquier
fragmento o variante de una molécula de inmunoglobulina que sigue siendo capaz de unirse a un antigeno. Los
fragmentos de unién al antigeno incluyen, a modo no taxativo, Fab, Fab’ y F(ab'),, Fd, Fvs de cadena simple (scFv),
inmunoglobulinas de cadena simple (por ejemplo, donde una cadena pesada, o parte de esta, y la cadena ligera, o
parte de esta, estan fusionadas), Fvs con enlaces disulfuro (sdFv), diacuerpos, triacuerpos, tetracuerpos,
minicuerpos scFv, minicuerpos Fab y scFv dimérico y cualquier otro fragmento que comprenda un dominio V. y Vu
en una conformacién tal que se forma una CDR especifica.

Los fragmentos de inmunoglobulina de unién al antigeno pueden comprender la regién o regiones variables solas o
en combinacién con la region constante total o parcial, por ejemplo, un dominio CH1, CH2, CH3 en la cadena
pesada, y un dominio constante de cadena ligera, por ejemplo , un dominio Ck o CA, o parte del mismo en la cadena
ligera. Una proteina de fusién, como se describe en la presente, comprende un dominio variable de cadena pesada
fusionado a un dominio constante CH1 fusionado a un segmento polipeptidico que comprende el dominio
transmembrana de una proteina de membrana especifica de EEV, que es A56R.

En ciertas realizaciones, la presente invencion proporciona métodos para identificar, es decir, seleccionar o,
alternativamente, filtrar polinucleétidos que codifiquen individual o colectivamente moléculas de inmunoglobulina de
unién al antigeno o fragmentos de unién al antigeno de estas. En ciertas realizaciones, se proporciona un método
para seleccionar una molécula de inmunoglobulina de unién al antigeno de interés, donde la inmunoglobulina o el

7



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2725673 T3

anticuerpo se muestran en la superficie de un EEV, el EEV se aisla y el polinucleétido que codifica una parte de la
inmunoglobulina, por ejemplo, la regién VH, esta aislado.

En ciertos aspectos, se habilita un método para seleccionar polinucleétidos que codifican una molécula de
inmunoglobulina de unién al antigeno, que comprende: (1) introducir una biblioteca de polinucleétidos de
conformidad con la invencion en una poblacion de células huésped que admiten la infeccion con el virus vaccinia. El
método comprende ademas (2) introducir en la poblacion de células huésped un polinucleétido que codifica una
cadena ligera, por ejemplo, una cadena ligera conocida o una segunda biblioteca que comprende una pluralidad de
polinucleétidos, cada uno de los cuales codifica una cadena ligera de inmunoglobulina. Una vez introducido en la
poblacién de células huésped, el polipéptido de fusién de inmunoglobulina puede combinarse con la cadena ligera
de inmunoglobulina para formar una porcién de unién al antigeno de una molécula de inmunoglobulina, donde la
molécula puede expresarse o "mostrarse" en la superficie de una particula seleccionable, por ejemplo, un virion de
EEV producido y liberado por las células huésped en el medio circundante. El método incluye ademas la seleccion
del EEV liberado de las células huésped que se une a un antigeno de interés, por ejemplo, mediante la unidn
especifica del antigeno a una placa o a perlas, por ejemplo, perlas de proteina G, perlas de estreptavidina o perlas
tosiladas. EI EEV que expresa el dominio de union al antigeno de interés se puede luego recuperar y usar para
reinfectar nuevas células huésped, con lo que se enriquece a los polinucleétidos que contienen EEV, que codifican
la cadena pesada de la unién de inmunoglobulina al antigeno de interés. Los polinucleétidos se pueden recuperar. El
método se puede repetir, con lo que se enriquece a los polinucleétidos que codifican proteinas de fusién de cadena
pesada de interés.

Los polinucleétidos aislados que codifican las proteinas de fusion del polipéptido de cadena pesada de la
inmunoglobulina que se unen a un antigeno de interés pueden transferirse y expresarse en células huésped (ya sea
como una proteina de fusién EEV o no) en la que una biblioteca de polinucleétidos que codifica regiones variables
de cadena ligera de inmunoglobulina se fusiona a un segmento polipeptidico que comprende el dominio
transmembrana de una proteina de membrana especifica de EEV, lo que permite la identificacion de un
polinucleétido que codifica una regién variable de cadena ligera que, cuando se combina con la region variable de
cadena pesada identificada en el cebador paso, forma una molécula de inmunoglobulina funcional o un fragmento de
esta, que reconoce un antigeno especifico.

Como se usa en la presente, una "biblioteca" es un género representativo de polinucleétidos, es decir, un grupo de
polinucleétidos relacionados a través de, por ejemplo, su origen de una sola especie animal, tipo de tejido, 6rgano o
tipo celular, donde la biblioteca comprende colectivamente al menos dos especies diferentes dentro de un énero
dado de pollnucleotldos Una biblioteca de polinucleétidos puede comprender al menos 10, 100, 10°, 10, 10°, 10°,

107, 108, o0 10° especies diferentes dentro de un género dado de polinucleétidos. El género puede ser moleculas
relamonadas por ejemplo, regiones variables de inmunoglobulina, por ejemplo, dominios VL o dominios VH de
inmunoglobulina humana. Los dominios VH y VL pueden representar un repertorio completo de dominios variables o
ya pueden ser especificos para un antigeno, por ejemplo, especificos para el mismo antigeno. Mas especificamente,
una biblioteca puede codificar una pluralidad de polipéptidos de subunidad de inmunoglobulina, es decir,
polipéptidos de subunidad de cadena pesada o polipéptidos de subunidad de cadena ligera. En este contexto, una
"biblioteca" puede comprender polinucleétidos de un género comun, donde el género es polinucleétidos que
codifican un polipéptido de la subunidad de inmunoglobulina de cierto tipo y clase, por ejemplo, una biblioteca puede
codificar una cadena pesada humana y, y-1, y-2, y -3, y-4, a-1, a-2, € 0 8 0 una cadena ligera humana k o A. Aunque
cada miembro de una biblioteca puede codificar la misma regién constante de Ia cadena pesada 0 Ilgera Ia
biblioteca puede comprender colectivamente al menos dos, o al menos 10, 100, 10%, 10%, 10°, 10° 107, 10% 0 10°
regiones variables diferentes, es decir, una "pluralidad" de regiones variables asomadas con la region constante
comun.

En otras realizaciones, la biblioteca puede codificar una pluralidad de fragmentos de cadena Unica de
inmunoglobulina que comprenden una region variable de cadena pesada o pueden comprender tanto una region
variable de cadena ligera como una regién variable de cadena pesada.

En un aspecto, se proporciona en la presente un método para producir bibliotecas de polinucleétidos que codifican
polipéptidos de subunidades de inmunoglobulina. Ademas, se proporcionan bibliotecas de polipéptidos de
subunidades de inmunoglobulina construidos como proteinas de fusion en vectores de expresién eucariéticos, por
ejemplo, EEV, donde el polipéptido de la subunidad de inmunoglobulina se fusiona con un segmento de polipéptido
que comprende el dominio transmembrana de la proteina de membrana A56R especifica de EEV.

Por "célula receptora" o "célula huésped" o "célula" se entiende una célula o poblacion de células en la que se
introducen bibliotecas de polinucleotidos, como se describe en la presente. Las células huésped adecuadas para las
bibliotecas descritas en la presente son células eucariotas que permiten la infeccion con el virus vaccinia. Las lineas
celulares adecuadas pueden ser células o lineas celulares de vertebrados, mamiferos, roedores, ratones, primates o
humanos.

Por "una poblacién de células huésped" se entiende un grupo de células cultivadas en las que se puede introducir y
expresar una "biblioteca", conforme la presente. Las células huéspedes para bibliotecas de EEV, como se describen
en la presente, pueden permitir la infeccién con el virus vaccinia. Las células huésped de la presente invencion
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pueden ser adherentes, es decir, células huésped que crecen unidas a un sustrato sélido, o, alternativamente,
pueden estar en suspension.

Como se sefalé anteriormente, ciertos métodos para identificar moléculas de inmunoglobulina comprenden la
introduccion de una "primera" biblioteca de polinucleétidos (que codifican, por ejemplo, una proteina de fusion VH-
CH1-A56R) en una poblacién de células huésped, asi como una "segunda” biblioteca de polinucledétidos (por ejemplo,
que codifican una region VL) en la misma poblacion de células huésped. La primera y la segunda biblioteca son
complementarias, es decir, si la "primera" biblioteca codifica los dominios variables de la cadena pesada de la
inmunoglobulina, la "segunda” biblioteca codificara los dominios variables de la cadena ligera de la inmunoglobulina,
lo que permitira el ensamblaje de moléculas de inmunoglobulina, o sus fragmentos especificos de unién al antigeno,
en la poblacién de células huésped, de manera que las inmunoglobulinas se expresan, o se muestran, en la
superficie del EEV.

Los polinucleétidos contenidos en las bibliotecas descritas en la presente pueden codificar polipéptidos de
subunidades de inmunoglobulina a través de una "asociacion operable con una regién de control transcripcional.
Una o mas moléculas de acido nucleico en un polinucleétido dado estan "asociadas operativamente" cuando se
colocan en una relacion funcional. Esta relacion puede ser entre una region de codificacién para un polipéptido y una
0 mas secuencias reguladoras que estan conectadas de tal manera que permiten la expresion de la region de
codificacion cuando las moléculas apropiadas (por ejemplo, proteinas activadoras de la transcripcion, polimerasas,
etc.) se unen a la o las secuencias reguladoras. Las "regiones de control transcripcional" incluyen, a modo no
taxativo, potenciadores, operadores y sefales de terminacién de la transcripcién y se incluyen con el polinucleétido
para dirigir su transcripcion. Por ejemplo, un promotor estaria asociado operativamente con una molécula de acido
nucleico que codifica un polipéptido de subunidad de inmunoglobulina si el promotor fuera capaz de efectuar la
transcripcion de esa molécula de acido nucleico. En general, "asociadas operativamente" significa que las
secuencias de ADN son contiguas o estan estrechamente conectadas en un polinucleétido. Sin embargo, algunas
regiones de control de transcripcion, por ejemplo, potenciadores, no tienen que ser contiguas.

Por "secuencias de control" o "regiones de control" se entiende las secuencias de ADN necesarias para la expresion
de una secuencia codificante asociada operativamente en un organismo huésped en particular. Se sabe que las
células eucariotas utilizan promotores, sefiales de poliadenilacién y/o potenciadores.

Una variedad de regiones de control transcripcional son conocidas por los entendidos en la técnica. Como se
explicara con mas detalle a continuacion, las regiones de control de la transcripcién adecuadas incluyen promotores
capaces de funcionar en el citoplasma de células infectadas con poxvirus.

En ciertas realizaciones, una proteina de fusién como se describe en la presente puede comprender un enlazador,
por ejemplo, que conecta el dominio variable de inmunoglobulina a un dominio constante, por ejemplo, un dominio
CHI, C-kappa o C-lambda y/o que conecta el dominio constante a un segmento polipeptidico que comprende el
dominio transmembrana de una proteina de membrana especifica de EEV, A56R. Un enlazador puede comprender,
por ejemplo, al menos aproximadamente 5, al menos aproximadamente 10 o al menos aproximadamente 15
aminoacidos. Los enlazadores adecuados pueden ser identificados por un entendido en la técnica.

Cuando una proteina de fusion descrita en el presente documento comprende una region constante de cadena
pesada, por ejemplo, un dominio CH1, se puede utilizar cualquier regidon constante de cadena pesada, incluidas,
entre otras, cadenas pesadas de inmunoglobulina de vertebrados como aves, peces o mamiferos o cadenas
pesadas de inmunoglobulina humana. Por ejemplo, una cadena pesada de inmunoglobulina humana o una porcién
de esta, por ejemplo, un dominio CH1, puede ser una cadena pesada p o0 un fragmento de esta, es decir, la cadena
pesada de una inmunoglobulina IgM, una cadena pesada y -1 o un fragmento de esta, es decir, la cadena pesada de
una inmunoglobulina IgG1, una cadena pesada y-2 o un fragmento de esta, es decir, la cadena pesada de una
inmunoglobulina IgG2, una cadena pesada y-3 o un fragmento de esta, es decir, la cadena pesada de una
inmunoglobulina IgG3, una cadena pesada y-4 o un fragmento de esta, es decir, la cadena pesada de una
inmunoglobulina IgG4, una cadena pesada a-1 o un fragmento de esta, es decir, la cadena pesada de una
inmunoglobulina IgA1, una cadena pesada a-2 o un fragmento de esta, es decir, la cadena pesada de una
inmunoglobulina 1gA2, una cadena pesada € o un fragmento de esta, es decir, la cadena pesada de una
inmunoglobulina IgE, o una cadena pesada & o un fragmento de esta, es decir, la cadena pesada de una
inmunoglobulina IgD.

Las proteinas de fusion unidas a una membrana, como se describe en la presente, pueden anclarse a la superficie
de una particula, por ejemplo, una particula de virus vaccinia (o virién), por ejemplo, una particula de EEV (o virién)
por un dominio transmembrana fusionado al polipéptido de cadena pesada.

El dominio transmembrana es parte de un segmento polipeptidico que comprende el dominio transmembrana de una
proteina de membrana especifica de EEV, es decir, una proteina que se expresa en la superficie de un virus
vaccinia con envoltura extracelular, pero NO en particulas de virus vaccinia intracelular, donde la proteina de
membrana especifica de EEV es A56R, la proteina HA de vaccinia. Los términos "dominio intracelular", "dominio
citoplasmico", "region citosélica" o términos relacionados, que se usan indistintamente en la presente, se refieren a
la porcion del polipéptido de fusion que esta dentro de la célula.
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En aquellas realizaciones en las que una proteina de fusion u otra proteina de la biblioteca comprende una cadena
ligera de inmunoglobulina o un fragmento de esta, se puede usar cualquier cadena ligera de inmunoglobulina de
cualquier especie animal, por ejemplo, cadenas ligeras de inmunoglobulina de vertebrados, como aves, peces 0
mamiferos, o cadenas ligeras humanas, por ejemplo, cadenas ligeras k y A. Una cadena ligera puede asociarse con
una cadena pesada para producir una proteina de union al antigeno de una molécula de inmunoglobulina.

Cada miembro de una biblioteca de polinucleétidos que codifican proteinas de fusion de cadena pesada como se
describe en la presente puede comprender (a) una primera molécula de acido nucleico que codifica un cebador
segmento polipeptidico que comprende una regién constante de inmunoglobulina comudn a todos los miembros de la
biblioteca, un dominio CH1, por ejemplo, un dominio gamma o mu CH1, (b) una segunda molécula de acido nucleico
que codifica un segundo segmento polipeptidico que comprende los dominios extracelular y transmembrana de una
proteina A56R de membrana especifica de virus con envoltura extracelular (EEV), donde la segunda molécula de
acido nucleico esta directamente en direccion descendente y alineada a la primera molécula de acido nucleico (ya
sea fusionada directamente o conectada por un enlazador), y (c) una tercera molécula de acido nucleico que codifica
un tercer segmento polipeptidico que comprende una regién variable de cadena pesada de inmunoglobulina, donde
el tercer nucleico la molécula de &cido esta directamente en direccién ascendente y en linea con la primera molécula
de é&cido nucleico (ya sea directamente fusionada o conectada por un enlazador).

Se pueden usar bibliotecas de cadenas ligeras de inmunoglobulina que no estan fusionadas a un segmento
polipeptidico que comprende el dominio transmembrana de una proteina de membrana especifica de EEV para
coinfectar células huésped para proporcionar la cadena de inmunoglobulina "complementaria” para producir un
fragmento de inmunoglobulina funcional de unién al antigeno. Dichas bibliotecas se describen en detalle, por
ejemplo, en la patente de Estados Unidos No. 7,858,559.

Las bibliotecas de polinucleétidos que codifican regiones variables de cadena pesada o ligera pueden contener una
pluralidad, es decir, al menos dos o al menos 10, 100, 103, 104, 105, 106, 107, 10%010° regiones variables diferentes.
Como es bien sabido por los entendidos en la técnica, una regién variable de cadena ligera esta codificada por
moléculas de acido nucleico reordenadas, cada una de las cuales comprende una region V. de cadena ligera,
especificamente una regioén Vk o VA, y una regién J de cadena ligera, especificamente una region Jk o una region JA.
De manera similar, una region variable de la cadena pesada esta codificada por moléculas de acido nucleico
reorganizadas, cada una de las cuales comprende una regioén Vy de la cadena pesada, una regién D y una region J.
Estos reordenamientos tienen lugar a nivel de ADN tras la diferenciacién celular. Las moléculas de acido nucleico
que codifican las regiones variables de la cadena pesada y ligera se pueden derivar, por ejemplo, mediante PCR de
células B maduras y células plasmaticas que se han diferenciado terminalmente para expresar un anticuerpo con
especificidad para un epitope particular. Ademas, si se desean anticuerpos contra un antigeno especifico, se pueden
aislar regiones variables de células B maduras y células plasmaticas de un animal que ha sido inmunizado con ese
antigeno y, en consecuencia, se ha producido un repertorio expandido de regiones variables de anticuerpos que
interactdan con el antigeno. Alternativamente, si se desea una biblioteca mas diversa, se pueden aislar regiones
variables de células precursoras, por ejemplo, células pre-B y células B inmaduras, que se han reordenado a partir
de los genes de inmunoglobulina, pero no se han expuesto al antigeno, ya sea por si mismas o no. Por ejemplo, las
regiones variables se pueden aislar mediante RT-PCR de la médula 6sea humana normal de multiples donantes.
Alternativamente, las regiones variables pueden ser sintéticas, por ejemplo, fabricadas en el laboratorio a través de
la generacion de oligonucleétidos sintéticos, o pueden derivarse a través de manipulaciones in vitro de ADN de la
linea germinal que produce el reordenamientos de los genes de inmunoglobulina.

Ademas de la primera y la segunda molécula de acido nucleico, que codifican las regiones constantes y las regiones
variables de inmunoglobulina, respectivamente, cada miembro de una biblioteca de polinucleétidos de la presente
invencion como se describe anteriormente puede comprender ademas una molécula de acido nucleico adicional que
codifica un péptido senal directamente en direccién ascendente y en linea con la molécula de &cido nucleico que
codifica la regién variable.

Por "péptido sefal" se entiende una secuencia polipeptidica que, por ejemplo, dirige el transporte de la subunidad
polipeptidica de inmunoglobulina naciente a la superficie de las células huésped. En la técnica, los péptidos senal
también se denominan “secuencias de sefal”, “secuencias lider”, “péptidos sefial secretores” o “secuencias de sefial
secretoras”. Los péptidos sefial se expresan normalmente como parte de un polipéptido completo o "inmaduro" vy,
normalmente, estan situados en el extremo N.

Todas las células, incluidas las células huésped de la presente invencién, poseen una via secretora constitutiva, en
la que las proteinas, que incluyen los polipéptidos de la subunidad de inmunoglobulina secretada destinados a la
exportacion, se secretan de la célula. Estas proteinas pasan a través de la via de procesamiento de ER-Golgi donde
pueden ocurrir modificaciones. Si no se detectan més sefales en la proteina, se dirige a la superficie de la célula
para su secrecion o insercion como un componente integral de la membrana expresado en la superficie de la célula
huésped o particula de virus, por ejemplo, el virion EEV. Las formas unidas a la membrana de los polipéptidos de la
subunidad de inmunoglobulina siguen inicialmente la misma via que las formas secretadas, pasando a través de la
luz del reticulo endoplasmatico ER, excepto que estan retenidas en la membrana del ER por la presencia de sefales
de detencion de la transferencia o "dominios transmembrana". Los dominios transmembrana son estiramientos
hidréfobos de aproximadamente 20 residuos de aminoacidos que adoptan una conformacion alfa-helicoidal cuando
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atraviesan la membrana. Las proteinas incluidas en la membrana se anclan en la bicapa de fosfolipidos de la
membrana plasmatica. Al igual que con las proteinas secretadas, la region N-terminal de las proteinas
transmembrana tiene un péptido sefal que pasa a través de la membrana y se escinde al salir a la luz del ER.

Las cadenas pesadas de inmunoglobulina recién sintetizadas se mantienen en residencia en el ER por una proteina
chaperona llamada BiP (un miembro de la familia de chaperonas moleculares Hsp70). El emparejamiento del
dominio CH1 de la cadena pesada con el dominio CL de su cadena ligera asociada induce la disociacién de BiP, el
plegamiento final y la formacién de enlaces disulfuro y la salida del anticuerpo ensamblado del ER. Luego, el
anticuerpo utiliza la via de secrecion normal de la célula y el trafico a través de los golgi a la superficie celular, donde
se secreta o se retiene en la superficie (si el anticuerpo tiene un dominio transmembrana). Véase Daniel et al.,
Molecular Cell 34:635-36 (2009).

Los péptidos senal adecuados proporcionados en la presente pueden ser péptidos sefal de inmunoglobulina
naturales, es decir, codificados por una secuencia que forma parte de una transcripcién de cadena pesada o ligera
natural, o un derivado funcional de esa secuencia que conserva la capacidad de dirigir la secrecion del polipéptido
de la subunidad de inmunoglobulina que esta asociado operativamente a él. Alternativamente, se puede usar un
péptido sefal heterdlogo, o un derivado funcional de este. En ciertos aspectos, el péptido sefial puede ser el de la
proteina A56R del virus vaccinia o su derivado funcional.

En otros aspectos, los miembros de una biblioteca de polinucleétidos como se describe en la presente pueden
comprender ademas moléculas de acido nucleico adicionales que codifican polipéptidos heterdlogos. Dichas
moléculas de &cido nucleico adicionales que codifican polipéptidos heter6logos pueden estar en direccion
ascendente o descendente respecto de las moléculas de acido nucleico que codifican un dominio variable o
constante de inmunoglobulina o la proteina de membrana especifica de EEV.

Un polipéptido heter6logo codificado por una molécula de acido nucleico adicional puede ser una secuencia de
rescate. Una secuencia de rescate es una secuencia que se puede usar para purificar o aislar la inmunoglobulina o
un fragmento de ella o el polinucleétido que la codifica. Asi, por ejemplo, las secuencias de rescate de péptidos
incluyen secuencias de purificacién, como la etiqueta 6-His para uso con columnas de afinidad de Ni y etiquetas de
epitopo para deteccion, inmunoprecipitacion o FACS (clasificacion de células activadas por fluorescencia). Las
etiquetas de epitopo adecuadas incluyen myc (para uso con el anticuerpo 9E10 disponible comercialmente), la
secuencia diana de biotinilacién BSP de la enzima bacteriana BirA, etiquetas de gripe, LacZ y GST. La molécula de
acido nucleico adicional también puede codificar un enlazador peptidico.

Los polinucledtidos comprendidos en varias bibliotecas descritas en la presente pueden introducirse en células
huésped adecuadas. Las células huésped adecuadas pueden caracterizarse, por ejemplo, por ser capaces de
expresar moléculas de inmunoglobulina unidas a su superficie o permitir la infectividad con el virus vaccinia. Los
polinucleétidos pueden introducirse en células huésped mediante métodos que son bien conocidos por los
entendidos en la técnica. Cuando el polinucledtido es parte de un vector de virus, por ejemplo, un virus vaccinia, la
introduccion en células huésped se realiza convenientemente mediante infeccidén estandar.

La primera y la segunda biblioteca de polinucleétidos pueden introducirse en células huésped en cualquier orden o
simultaneamente. Por ejemplo, si tanto la primera como la segunda biblioteca de polinucleétidos se construyen en
vectores de virus vaccinia, ya sean infecciosos o inactivados, los vectores pueden introducirse por infeccion
simultanea como una mezcla o en infecciones consecutivas. Si una biblioteca se construye en un vector de virus
vaccinia, y la otra se construye en un vector plasmido, la introduccién se puede realizar mediante la introduccion de
una biblioteca antes que la otra.

Después de la introduccion en las células huésped de la primera y la segunda biblioteca de polinucleétidos, se
permite que ocurra la expresion de moléculas de inmunoglobulina o sus fragmentos de unién al antigeno en la
superficie de EEV. Por "permite la expresion" se entiende permitir que los vectores que se han introducido en las
células huésped experimenten la transcripcion y traduccion de los polipéptidos de la subunidad de inmunoglobulina,
de modo de permitir que las células huésped transporten moléculas de inmunoglobulina completamente
ensambladas o fragmentos de union al antigeno de estas a la superficie de la membrana como una fusiéon con un
segmento polipeptidico que comprende el dominio transmembrana de una proteina de membrana especifica de EEV.
En general, permitir la expresion requiere incubar las células huésped en las que se han introducido los
polinucleétidos en condiciones adecuadas para permitir la expresion. Esas condiciones y el tiempo requerido para
permitir la expresién variara en funcién de la eleccion de la célula huésped y de los vectores, como es bien sabido
por los entendidos en la técnica.

En ciertas realizaciones, las células huésped y/o los viriones de vaccinia a los que se les ha permitido expresar
moléculas de inmunoglobulina en su superficie 0 moléculas de inmunoglobulina solubles secretadas en el medio
celular se ponen en contacto con un antigeno. Como se usa en la presente, un "antigeno" es cualquier molécula que
puede unirse especificamente a un anticuerpo, una molécula de inmunoglobulina o un fragmento de unién al
antigeno de esta. Por "especificamente unido" se entiende que el antigeno se une a la CDR del anticuerpo. La
porcién del antigeno que interactla especificamente con la CDR es un "epitopo" o un "determinante antigénico". Un
antigeno puede comprender un solo epitopo, pero por lo general, un antigeno comprende al menos dos epitopos y
puede incluir cualquier nimero de epitopos, segun el tamano, la conformacion y el tipo de antigeno.
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Los antigenos son tipicamente péptidos o polipéptidos, pero pueden ser cualquier molécula o compuesto. Por
ejemplo, un antigeno adecuado puede ser un compuesto organico, por ejemplo, dinitrofenol o DNP, un &cido
nucleico, un carbohidrato o una mezcla de cualquiera de estos compuestos con o sin un péptido o polipéptido. Se
cree que el tamafo minimo de un epitopo peptidico o polipeptidico es de aproximadamente de cuatro a cinco
aminoacidos. Los epitopos peptidicos o polipeptidicos pueden contener al menos siete, al menos nueve o entre al
menos aproximadamente 15 y aproximadamente 30 aminoacidos. Dado que una CDR puede reconocer un péptido o
polipéptido antigénico en su forma terciaria, los aminoacidos que comprenden un epitopo no necesitan ser contiguos
y, en algunos casos, ni siquiera pueden estar en la misma cadena peptidica. En la presente invencion, los antigenos
peptidicos o polipeptidicos pueden contener una secuencia de al menos 4, al menos 5, al menos 6, al menos 7, al
menos 8, al menos 9, al menos 10, al menos 15, al menos 20, al menos 25 y entre aproximadamente 15 y
aproximadamente 30 aminodcidos. En ciertas realizaciones, los péptidos o polipéptidos que comprenden epitopos
antigénicos o que alternativamente contienen epitopos antigenos son al menos 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55,
60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95 o 100 residuos de aminoacidos de longitud. El antigeno puede estar en cualquier
forma y puede estar libre, por ejemplo, disuelto en una solucién, o puede estar unido a cualquier sustrato. Los
sustratos adecuados se describen en la presente. En ciertas realizaciones, un antigeno puede ser parte de un virus
vaccinia que expresa antigeno, por ejemplo, el virion de EEV, como se describe con mas detalle a continuacion.

Las moléculas de inmunoglobulina especificas para cualquier antigeno pueden producirse de conformidad con los
métodos descritos en la presente. En ciertas realizaciones, los antigenos son antigenos "propios”, es decir,
antigenos derivados de la misma especie que las moléculas de inmunoglobulina producidas. Como ejemplo, podria
desearse producir anticuerpos humanos dirigidos a antigenos tumorales humanos. Otros antigenos “propios”
deseados incluyen, a modo no taxativo, citoquinas, receptores, ligandos, glicoproteinas y hormonas.

Los anticuerpos dirigidos a antigenos en agentes infecciosos también pueden identificarse y seleccionarse mediante
los métodos descritos. Entre los ejemplos de dichos antigenos se incluyen, a modo no taxativo, antigenos
bacterianos, antigenos viricos, antigenos parasitos y antigenos fungicos.

En ciertos esquemas de seleccion y filirado en los que las moléculas de inmunoglobulina se expresan en la
superficie de EEV, los viriones EEV recombinantes producidos conforme se describe se "ponen en contacto" con el
antigeno mediante un método que permitira un antigeno, que reconoce especificamente una CDR de una molécula
de inmunoglobulina expresada en la superficie del EEV, para unirse a la CDR, lo que permite que los viriones EEV
recombinantes que se unen especificamente al antigeno se distingan de los viriones de EEV que no se unen al
antigeno. Se incluye cualquier método que permita que los viriones EEV recombinantes que expresan un dominio de
unién especifico al antigeno de un anticuerpo interactien con el antigeno. Por ejemplo, si los viriones EEV estan en
suspensién y el antigeno estd unido a un sustrato sélido, los viriones EEV recombinantes que se unen
especificamente al antigeno quedaran atrapados en el sustrato sélido, de modo de permitir que los viriones que no
se unen al antigeno sean arrastrados con agua y posteriormente los viriones EEV recombinantes unidos se
recuperaren. Los métodos por los cuales se permite que los viriones EEV recombinantes entren en contacto con el
antigeno se describen en la presente.

Después de la recuperacién de viriones EEV recombinantes que se unen especificamente al antigeno, los
polinucleétidos de la primera biblioteca pueden recuperarse de esos viriones EEV. Por "recuperacion” se entiende
una separacion bruta de un componente deseado de aquellos componentes que no se desean. Por ejemplo, los
viriones EEV recombinantes que se unen al antigeno pueden "recuperarse" en funcién de su unién a sustratos
sélidos recubiertos con antigeno, por ejemplo, perlas magnéticas, que luego se pueden separar con un iman.

La recuperacion de polinucleétidos se puede lograr mediante cualquier método estandar conocido por los entendidos
en la técnica. En ciertas realizaciones, los polinucleétidos se recuperan recogiendo viriones EEV infecciosos que se
unen al antigeno.

Como apreciaran facilmente los entendidos en la técnica, la identificacion de polinucleétidos que codifican
polipéptidos de fusion de inmunoglobulina puede requerir dos o mas rondas de seleccién, como se describié
anteriormente, y necesariamente requerira dos o mas rondas de filtrado, como se describié anteriormente. Una sola
ronda de seleccidon puede no necesariamente resultar en el aislamiento de un conjunto puro de polinucleétidos que
codifican los primeros polipéptidos de fusién de inmunoglobulina deseados; la mezcla obtenida después de una
primera ronda puede enriquecerse para los polinucleétidos deseados, pero también puede estar contaminada con
secuencias de inserciones no diana. Por consiguiente, la primera etapa de seleccién, como se describe, puede o
debe repetirse una o mas veces, de modo de enriquecer los polinucleétidos que codifican los polipéptidos de fusidn
de inmunoglobulina deseados. Con el fin de repetir la primera etapa de esta realizacion, el EEV que comprende
aquellos polinucleodtidos recuperados como se describié anteriormente puede introducirse mediante infeccién en una
poblacién de células huésped. La segunda biblioteca de polinucleétidos también se introduce en estas células
huésped, por ejemplo, mediante una infecciébn con el virus vaccinia capaz de expresar las moléculas de
inmunoglobulina complementarias (por ejemplo, cadenas ligeras) codificadas por los polinucleétidos en la biblioteca
y la expresién de moléculas de inmunoglobulina o fragmentos de unién al antigeno de estas sobre la superficie de la
membrana de los viriones EEV recombinantes. Los viriones EEV recombinantes se ponen en contacto de manera
similar con el antigeno y los polinucleétidos de la primera biblioteca se vuelven a recuperar de los viriones EEV, que
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expresan una molécula de inmunoglobulina que se une especificamente al antigeno. Estos pasos pueden repetirse
una o mas veces, lo que resulta en un enriquecimiento para los polinucleé6tidos derivados de la primera biblioteca
que codifica un polipéptido de fusiéon de inmunoglobulina que, como parte de una molécula de inmunoglobulina o un
fragmento de union al antigeno de ella, se une especificamente al antigeno y/o tiene una caracteristica funcional
deseada.

Después del enriquecimiento adecuado para los polinucleétidos deseados de la primera biblioteca, como se
describié anteriormente, los polinucleétidos que se han recuperado se "aislan”, es decir, se eliminan sustancialmente
de su entorno nativo y se separan en gran medida de los polinucledtidos en la biblioteca que no codifican
polipéptidos de fusién de inmunoglobulina de unién al antigeno. Por ejemplo, los polinucleétidos clonados
contenidos en un vector se consideran aislados. Se entiende que dos o mas polipéptidos de fusion de
inmunoglobulina diferentes que al combinarse con una cadena ligera, por ejemplo, se unen especificamente al
mismo antigeno pueden recuperarse mediante los métodos descritos en la presente. Por consiguiente, una mezcla
de polinucleétidos que codifican polipéptidos que se unen al mismo antigeno también se considera "aislada". Otros
ejemplos de polinucledtidos aislados incluyen aquellos mantenidos en células huésped heterdlogas, en vaccinia
recombinante, por ejemplo, viriones EEV o moléculas de ADN purificadas (parcial o sustancialmente) en solucion.
Sin embargo, un polinucledtido contenido en un clon que es miembro de una biblioteca mixta y que no se ha aislado
de otros clones de la biblioteca, por ejemplo, en virtud de la codificacion de un polipéptido de fusién de
inmunoglobulina de unién al antigeno, no se "aisla" a los fines de esta invencién. Por ejemplo, un polinucleétido
contenido en un vector de virus se "aisla" después de que se haya recuperado y, opcionalmente, purificado en placa.

Dado que un antigeno puede comprender dos 0 mas epitopos y que varias moléculas de inmunoglobulina diferentes
pueden unirse a cualquier epitope dado, se contempla que varios polinucleétidos adecuados, por ejemplo, dos, tres,
cuatro, cinco, diez, 100 o mas polinucleétidos, pueden recuperarse a partir de la primera etapa de esta realizacién,
todos los cuales pueden codificar un polipéptido de fusion de inmunoglobulina que, cuando se combina con un
polipéptido de subunidad de inmunoglobulina adecuado codificado por un polinucleétido preseleccionado o un
polinucleétido de la segunda biblioteca, formara una molécula de inmunoglobulina o fragmento de unién al antigeno
de esta, capaz de unirse especificamente al antigeno de interés. Se contempla que cada polinucleétido diferente
recuperado de la primera biblioteca se aislaria por separado.

Una vez que se aislan uno o mas polinucleétidos adecuados de la primera biblioteca, en la segunda etapa de esta
realizacién, se identifican uno o mas polinucleédtidos en la segunda biblioteca que codifican polipéptidos de la
subunidad de inmunoglobulina que son capaces de asociarse con el o los polipéptidos de fusién de inmunoglobulina
codificados por los polinucleétidos aislados de la primera biblioteca para formar una molécula de inmunoglobulina o
un fragmento de union al antigeno de esta, que se une especificamente a un antigeno de interés.

En el presente documento se proporcionan vectores de virus vaccinia para la expresion de moléculas de union al
antigeno, donde la molécula de unién al antigeno, por ejemplo, una regién variable de cadena pesada de
inmunoglobulina y CH1, se expresa como una fusién con una proteina de membrana especifica de EEV. En ciertas
realizaciones, las cadenas pesadas pueden recuperarse como proteinas de fusién EEV y las bibliotecas de cadenas
ligeras, o cadenas ligeras preseleccionadas individuales pueden expresarse como proteinas solubles en virus
vaccinia u otros vectores, por ejemplo, vectores plasmidicos.

En ciertos aspectos, la inactivacion de los virus que expresan una cadena complementaria soluble, por ejemplo, una
cadena ligera, se puede realizar con 4'-aminometil-trioxsaleno (psoraleno) y luego se expone el vector del virus a la
luz ultravioleta (UV). La inactivacion de virus por psoral y UV es bien conocida por los entendidos en la técnica.
Véase, por ejemplo, Tsung, K., et al., J Virol. 70:165-171 (1996).

La capacidad de ensamblar y expresar moléculas de inmunoglobulina o fragmentos de unién al antigeno de estas en
células eucaridticas de dos bibliotecas de polinucleétidos que codifican polipéptidos de subunidades de
inmunoglobulina, donde una subunidad se expresa como una fusiéon con una proteina de membrana especifica de
EEV, proporciona una mejora significativa con respecto a los métodos de producir anticuerpos de cadena Unica en
sistemas bacteriano, donde el proceso de seleccidén en dos etapas puede ser la base para la seleccion de moléculas
de inmunoglobulina o fragmentos de unién al antigeno de estas con una variedad de especificidades.

Vectores de vaccinia EEV Los poxvirus son unicos entre los virus de ADN, porque se replican solo en el citoplasma
de la célula huésped, fuera del nucleo. Durante su ciclo de replicacion, el virus vaccinia produce cuatro formas
infecciosas que difieren en sus membranas externas: el viribn maduro intracelular (IMV), el virion envuelto
intracelular (IEV), el virion envuelto asociado a células (CEV) y el viridn envuelto extracelular (EEV). La opinion
predominante es que el IMV consiste en una sola membrana de lipoproteinas, mientras que el CEV y el EEV estan
rodeados por dos capas de membrana y el IEV tiene tres envolturas. El EEV se elimina de la membrana plasmatica
de la célula huésped y la membrana del EEV se deriva del trans-Golgi.

Después de la infeccién, el virus pierde su o sus membranas y el nicleo de ADN/proteina se transporta a lo largo de
los microtubulos hacia la célula. Las proteinas codificadas por ARNm de vaccinia temprana ("temprana" se define
como la replicacién previa al ADN) conducen a la remocion de capas del nlcleo de vaccinia y la posterior replicacion
del ADN. Esta replicacién ocurre en lo que se denominan "fabricas virales", que se ubican esencialmente en la parte
superior del ER. Dentro de la fabrica viral, los viriones inmaduros (IV) se ensamblan y se procesan para formar el
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IMV (virus maduro intracelular). Los IMV contienen una membrana que se deriva de la ER. La mayoria de los IMV se
liberan de la célula por lisis celular. Algunos IMV se transportan en microtubulos a sitios de envoltura por membranas
de la red trans-Golgi o endosomas tempranos. La envoltura de las particulas de IMV por una membrana doble crea
una forma de vaccinia llamada IEV (virus envuelto intracelular). Los IEV se transportan luego a la superficie celular
en microtUbulos. La membrana de IEV externa se fusiona con la membrana plasmatica para exponer un CEV (virus
asociado a célula) en la superficie celular. La polimerizacion de la actina de la célula huésped puede hacer que el
CEV infecte las células vecinas o el virus puede ser liberado como un EEV. Véase, por ejemplo, Kim L. Roberts and
Geoffrey L. Smith. Trends in Microbiology 16(10):472-479 (2008); Geoffrey L. Smith, et al., Journal of General
Virology 83:2915-2931 (2002).

Al menos seis proteinas codificadas por virus han sido reportadas como componentes de la envoltura de EEV. De
estas, cuatro proteinas (A33R, A34R, A56R y B5R) son glicoproteinas, una (A36R) es una proteina transmembrana
no glicosilada y una (F13L) es una proteina de membrana periférica palmada. Véase, por ejemplo, Lorenzo et al.,
Journal of Virology 74(22):10535 (2000). Durante la infeccién, estas proteinas se localizan en el complejo de Golgi,
donde se incorporan a virus infecciosos que luego se transportan y liberan en el medio extracelular. De conformidad
con la presente, la inmunoglobulina, por ejemplo, las cadenas pesadas variables, se une a la membrana de EEV,
como una proteina de fusién con una proteina A56R de membrana de EEV especifica.

Las proteinas de fusion de EEV de conformidad con la presente pueden expresarse en cualquier virus vaccinia
adecuado. En ciertas realizaciones, el ADN que codifica una proteina de fusién de EEV puede insertarse en una
region del genoma del virus vaccinia que no es esencial para el crecimiento y la replicacion del vector, de modo que
se producen virus infecciosos. Aunque se ha caracterizado una variedad de regiones no esenciales del genoma del
virus vaccinia, el locus mas utilizado para la insercién de genes extrafos es el locus de la timidina quinasa, ubicado
en el fragmento Hindlll J en el genoma.

Las bibliotecas de polinucleétidos que codifican polipéptidos de fusion de inmunoglobulina se insertan en vectores
de virus vaccinia, en una asociacion operable con una region de control transcripcional que funciona en el
citoplasma de una célula infectada con poxvirus.

Las regiones de control transcripcional de poxvirus comprenden un promotor y una sefal de terminacion de la
transcripcion. La expresion génica en los poxvirus esta regulada temporalmente y los promotores de genes
tempranos, intermedios y tardios poseen estructuras variables. Determinados genes de poxvirus se expresan de
manera constitutiva y los promotores de estos genes “tempranos-tardios” tienen estructuras hibridas. También se
han desarrollado promotores sintéticos tempranos-tardios. Véase Hammond J.M,, et al., J. Virol. Methods 66:135-8
(1997); Chakrabarti S., et al., Biotechniques 23:1094-7 (1997). Para las realizaciones divulgadas en la presente, se
puede usar cualquier promotor de poxvirus, pero el uso de promotores precoces, tardios o constitutivos puede ser
deseable en funcion de la célula huésped y/o el esquema de seleccién elegido. En ciertas realizaciones, se utiliza un
promotor constitutivo. Un promotor adecuado para uso en los métodos descritos en la presente es el promotor
temprano/tardio 7,5-kD o el promotor temprano/tardio H5 (o sus variantes).

El método de recombinacion trimolecular. Tradicionalmente, los vectores de poxvirus como el virus vaccinia no se
han utilizado para identificar genes de interés previamente desconocidos de bibliotecas complejas debido a que no
existia un método de alta eficiencia y produccion de titulacion para construir y seleccionar bibliotecas para el virus
vaccinia. Los métodos estandar de expresién de proteinas heterélogas en el virus vaccinia implican la recombinacién
homologa in vivo y la ligacion directa in vitro. A partir de la recombinacion homoéloga, la eficiencia de la produccion
de virus recombinante se ubica en el intervalo de aproximadamente 0.1% o menos. Aunque la eficiencia de la
produccion de virus recombinante mediante la ligadura directa es mayor, la titulacion resultante es relativamente
baja. Por lo tanto, el uso del vector de virus vaccinia se ha limitado a la clonacién de ADN previamente aislado a los
fines de la expresion de proteinas y el desarrollo de vacunas.

La recombinacion trimolecular, como se describe en Zauderer, Publicacion PCT No. WO 00/028016 y en la patente
de los Estados Unidos No. 7,858,559, es un método de alta eficiencia y alta produccién de titulacién para producir
bibliotecas en virus vaccinia. A partir del método de recombinacién trimolecular, el presente inventor ha logrado la
generacién de virus recombinantes a eficiencias de al menos el 90% vy titulaciones de al menos 2 6rdenes de
magnitud superiores a las obtenidas por ligacién directa.

En ciertas realizaciones, pueden construirse bibliotecas de polinucleétidos capaces de expresar polipéptidos de
fusién de inmunoglobulina, como se describe en la presente, en vectores de poxvirus, por ejemplo, vectores de virus
vaccinia, por recombinacion trimolecular.

En ciertas realizaciones, se proporciona un plasmido de transferencia para producir bibliotecas de polipéptidos de
fusién, que comprende un polinucleétido que codifica una cadena pesada CH1 de inmunoglobulina y al menos la
porcién transmembrana de una proteina A56R de virus vaccinia a través de una asociacién operable con un
promotor H5 de virus vaccinia. Un vector ejemplar es el promotor pJEM1, que comprende la secuencia:
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AAARAATGAAAATAAATACARAGGTTCTTGAGGGTTGT GTTAAATTGAAAGC GAGAAATAATCAT

CCTGAAGT GGAT GGf‘CTGGATCAACACCTACACCGGCGAGCCTACCTACGCCGCCGACTTCAAGA
Q@AQQ@E@AQQVTWT.QAQQQ.TQGAGACCA@,QGC CAGCACCGCCTACCTGCAGATCAGCAACCTOAAG

TCTT CCCCCT GGCA\,CC TCCTCCAAGAGCACCTCTGGGGG CACAGCGECCCTGGGCTGCCTGGTC

AAGGACTACTTCCCCGARCCGETCGACGGTGTCGTGCAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGOR
CACCTTCCCEGCTETCCTACAGTCCT CAGGACTCTACTCCCTCAGCACCETCETEACCETGCCCT
CCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTCAATCACAAGCCCACGCARCACCANGGTE
GACAAGAAAGTTACATCAACTACARATGACACTGATAAAGCTAGATTATCGAAGAATACTCCACAGA
GTTGATTGTAAATACAGATAGTGAATCGACTATAGACATAATACTATCTGCGATCTACACATTCAC
CGGAAACTAGTTCTRAAGABACCTGATTATATAGATAATTCTAATTGCTCGTCGGYATTCGAAATC
GCGACTCCGGAACCAATTACTGATAATGTAGAAGATCATACAGACACCGTCACATACACTAGTGA
TAGCATTAATACACGTAAGTGCATCATCTGGAGAATCCACAACAGACGAGACTCCGGAACCAATTA
CTGATAAAGRAGATCATACAGTTACAGACACTGTCTCATACACTACAGTAAGTACATCATCTGGA

ATTGTCACTACTARRTCAACCACCGATGATGCGGATCTTTATGATACGTACAATGATAATGATAC
AGTACCACCAACTACTGTAGGCCCTAGTACAACCTCTATTAGCAATTATAAAACCAAGGACTTTG
TAGAAATATTTGGTATTACCGCATTAATTATATTGTCGGCCGTGGCAATTTTCTGTATTACATAT
TATATATATAATAAACGTTCACGTAAATACAAAACAGAGAACAANGTCTAG

Subrayado doble - promotor H5
Subrayado simple - péptido lider

Subrayado ondulado - Region Pesada Variable Representativa
Subrayado en negrita - dominio IgG CH1

Sin subrayar - Vaccinia A56R
Cursiva negrita - sitio de clonacion del gen variable BssHIl y BstEll

designado en la presente como SEQ ID NO: 1. Se pueden insertar varias regiones variables de cadena pesada
amplificadas por PCR en sitios Unicos BssHIl y BstEll, que se indican en direccion ascendente en negrita y cursiva.

El plasmido pJEM1 es un derivado de p7,5/tk descrito en la patente de los Estados Unidos No. 7,858,559. pJEM1
conserva las regiones flanqueantes de homologia con el genoma vaccinia que permite la recombinaciéon, como se
describe en la patente de los Estados Unidos No. 7,858,559. Sin embargo, en lugar del casete de expresion en
p7,5/tk (promotor y secuencias expresadas), pJEM1 contiene los siguientes elementos:

Promotor H5 de virus vaccinia

Péptido lider

Sitio de clonacion para clonar cadenas pesadas variables 5' BssHII
Region variable pesada

Sitio de clonacion para clonar cadenas pesadas variables 3' BstEll
Dominio IgG CH1

Vaccinia A56R

Estos elementos estdn enumerados en la Figura 1 y en la SEQ ID NO: 1. Este casete se puede crear de manera
sintética.
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Un plasmido de transferencia de la presente divulgacion que comprende un polinucledtido que codifica un
polipéptido de cadena ligera kappa de inmunoglobulina a través de una asociacion operable con un promotor p7,5
del virus vaccinia es pVKE, que comprende la secuencia:

GGCCAAAAATTGAAAAACTAGATCTATTTATTGCACGCGGCCGCCCATGGGA
TGGAGCTGTATCATCCTCTTCTTGGTAGCAACAGCTACAGGCGTGCACTTGAC
TCGAGATCAAACGAACTGTGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTTCCCGCCATCT
GATGAGCAGTTGAAATCTGGAACTGCCTCTGTTGTGTGCCTGCTGAATAACTT
CTATCCCAGAGAGGCCAAAGTACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCAATCG
GGTAACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGCACCTAC
AGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCAAAGCAGACTACGAGAAACACAAA
GTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTCGAGCTCGCCCCGTCACAAAGA
GCTTCAACAGGGGAGAGTGTTAGGTCGAC

designada en la presente como SEQ ID NO: 2. Se pueden insertar regiones variables de cadena liviana kappa
amplificadas por PCR en sitios tnicos Apall) y Xhol , indicados arriba en negrita.

Ademas, pVKE se puede usar en aquellas realizaciones en las que se desea tener polinucleétidos de la segunda
biblioteca en un vector plasmido durante la seleccion de polinucleétidos de la primera biblioteca, como se describiod
anteriormente.

Otro plasmido de transferencia de la presente divulgacion que comprende un polinucledtido que codifica un
polipéptido de cadena ligera lambda de inmunoglobulina a través de una asociacién operable con un promotor p7,5
del virus vaccinia es pVLE, que comprende la secuencia:

GGCCAAAAATTGAAAAACTAGATCTATTTATTGCACGCGGCCGCCCATGGGA
TGGAGCTGTATCATCCTCTTCTTGGTAGCAACAGCTACAGGCGTGCACTTGA
CTCGAGAAGCTTACCGTCCTACGAACTGTGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTT
CCOGCCATCTGATGAGCAGTTGAAATCTGGAACTGCCTCTGTTGTGTGCCTGC
TGAATAACTTCTATCCCAGAGAGGCCAAAGTACAGTGGAAGGTGGATAACGC
CCTCCAATCGGGTAACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGAC
AGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCAAAGCAGACTACGAGA
AACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTGAGCTCGCCCGT
CACAAAGAGCTTCAACAGGGGAGAGTGTTAGGTCGAC

designada en la presente como SEQ ID NO: 3. Se pueden insertar regiones variables de cadena liviana lambda
amplificadas por PCR en sitios Unicos ApaLl y Hindlll, indicados arriba en negrita.

Ademas, pVLE se puede usar en aquellas realizaciones en las que se desea tener polinucleétidos de la segunda
biblioteca en un vector plasmido durante la seleccion de polinucleétidos de la primera biblioteca, como se describiod
anteriormente.

La practica de la presente invencion empleard, a menos que se indique lo contrario, técnicas convencionales de
biologia celular, cultivo celular, biologia molecular, biologia transgénica, microbiologia, ADN recombinante e
inmunologia, que estan dentro de los conocimientos de la técnica. Dichas técnicas se explican en detalle en la
bibliografia. Véase, por ejemplo, Molecular Cloning A Laboratory Manual, 2nd Ed., Sambrook et al., ed., Cold Spring
Harbor Laboratory Press: (1989); Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Sambrook et al., ed., Cold Springs Harbor
Laboratory, New York (1992), ADN Cloning, Volumes | and Il (D. N. Glover ed., 1985); Oligonucleotide Synthesis (M.
J. Gait ed., 1984); Mullis et al. Patente de los Estados Unidos No: 4,683,195; Nucleic Acid Hybridization (B. D.
Hames & S. J. Higgins eds. 1984); Transcription And Translation (B. D. Hames & S. J. Higgins eds. 1984); Culture Of
Animal Cells (R. |.Freshney, Alan R. Liss, Inc., 1987); Immobilized Cells And Enzymes (IRL Press, 1986); B. Perbal,
A Practical Guide To Molecular Cloning (1984); the treatise, Methods In Enzymology (Academic Press, Inc., N.Y.);
Gene Transfer Vectors For Mammalian Cells (J. H. Miller and M. P. Calos eds., 1987, Cold Spring Harbor
Laboratory); Methods In Enzymology, Vols. 154 and 155 (Wu et al. eds.), Immunochemical Methods In Cell And
Molecular Biology (Mayer and Walker, eds., Academic Press, London, 1987); Handbook Of Experimental
Immunology, Volumes I-IV (D. M. Weir and C. C. Blackwell, eds., 1986); Manipulating the Mouse Embryo, (Cold
Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y., 1986); and in Ausubel et al., Current Protocols in
Molecular Biology, John Wiley and Sons, Baltimore, Maryland (1989).

Los principios generales de la ingenieria de anticuerpos se establecen en Antibody Engineering, 2nd edition, C.A.K.
Borrebaeck, Ed., Oxford Univ. Press (1995). General principles of protein engineering are set forth in Protein
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Engineering, A Practical Approach, Rickwood, D., et al., Eds., IRL Press at Oxford Univ. Press, Oxford, Eng. (1995).
Los principios generales de los anticuerpos y la unién anticuerpo-hapteno se exponen en: Nisonoff, A., Molecular
Immunology, 2nd ed., Sinauer Associates, Sunderland, MA (1984); and Steward, M.\W., Antibodies, Their Structure
and Function, Chapman and Hall, New York, NY (1984). Ademas, generalmente se siguen los métodos estandar en
inmunologia conocidos en la técnica y no descritos especificamente, conforme se indican en Current Protocols in
Immunology, John Wiley & Sons, New York; Stites et al. (eds) , Basic and Clinical -lImmunology (8th ed.), Appleton &
Lange, Norwalk, CT (1994) and Mishell and Shiigi (eds), Selected Methods in Cellular Immunology, W.H. Freeman
and Co., New York (1980).

Entre los trabajos de referencia estandar que establecen los principios generales de inmunologia se incluyen Current
Protocols in Immunology, John Wiley & Sons, New York; Klein, J., Immunology: The Science of Self-Nonself
Discrimination, John Wiley & Sons, New York (1982); Kennett, R., et al., eds., Monoclonal Antibodies, Hybridoma: A
New Dimension in Biological Analyses, Plenum Press, New York (1980); Campbell, A., "Monoclonal Antibody
Technology" in Burden, R., et al., eds., Laboratory Techniques in Biochemistry and Molecular Biology, Vol. 13,
Elsevere, Amsterdam (1984).

Ejemplos
Ejemplo 1
Preparacion de la proteina de fusion CH1-A56R

Las proteinas de fusién de la cadena pesada se construyeron para facilitar la seleccion de segmentos de
inmunoglobulina especificos expresados en la superficie celular del virus vaccinia recombinante.

Mediante el método que se indica a continuacién se construy6 un vector de expresion que codifica una proteina de
fusion que incluye el dominio CH1 de la cadena pesada humana de C gamma fusionada con los dominios
extracelular y transmembrana de A56R del virus vaccinia de Western Reserve, designada en la presente como CH1-
A56R, asi como un VH especifico de C35 (H2124).

pJEM1. Se construyé un vector de expresion que comprende una secuencia polinucleotidica que codifica la regién
constante de inmunoglobulina gamma humana (CH1), un fragmento de vaccinia A56R y un casete para la insercion
de una regién variable de cadena pesada humana (por ejemplo, H2124), que en la presente se designa como
"pJEM1". En resumen, el p7,5/tk, producido como se describe en la publicacion PCT No. WO 00/028016, se
convirtié en pJEM1 mediante el método que se describe a continuacién.

IgG CH1. Un ADNc que codifica para la cadena pesada de IgG humana se aisl6 a partir de ARN de médula 6sea
mediante el Kit de Amplificacion de ADNc SMART RACE™ disponible de Clontech, Palo Alto, CA. La PCR se llev6 a
cabo mediante el cebador 5' huCy1-5B: 5' ATTAGGATCC GGTCACCGTC TCCTCAGCC 3’ (SEQ ID NO. 4) y el
cebador 3' huCy1-3S: 5' ATTAGTCGAC TCATTTACCC GGAGACAGGG AGAG 3' (SEQ ID NO:5). El producto de
PCR comprendia los siguientes elementos: BamHI-BstEll- (nucleétidos que codifican los aminoacidos 111-113 de
VH) - (nuclettidos que codifican los aminoacidos 114-478 de Cy1)-TGA-Sall. Este producto se subclon6 en
pBluescriptll/KS en los sitios BamHI y Sall, y un segundo sitio BstEll correspondiente a los aminoacidos 191 y 192
dentro del dominio CH1 de Cy1 se elimind por mutagénesis dirigida al sitio, sin cambio en la secuencia de
aminoacidos. El plasmido pBluescriptll/KS también se digiri6 con BstEll y Sall, y el menor fragmento de ADN
resultante de aproximadamente 1 Kb se purificé en gel. Este fragmento mas pequeno se utilizé6 luego como modelo
en una reaccion de PCR mediante el uso del cebador directo CH1(F)-5"-
CAAGGGACCCTGGTCACCGTCTCCTCAGCCTCC-3' (SEQ ID NO: 6) (sitio de restriccion BstEll en cursiva y
subrayado) y el cebador inverso CH1(R) 5'-AACTTTCTTGTCCACCTTGGTGTTG-3' (SEQ ID NO: 7). El producto de
PCR resultante de aproximadamente 320 pares de bases se purificé en gel.

Se aislé la longitud completa IgG. Un ADNc que codifica para la cadena pesada de IgG humana a partir de ARN de
médula 6sea mediante el Kit de Amplificacién de ADNc SMART RACE™ disponible de Clontech, Palo Alto, CA. La
PCR se llevé a cabo mediante el cebador 5' huCy1-5B: (SEQ ID NO. 4) y el cebador 3' huCy1-3S: (SEQ ID NO. 5).
El producto de PCR comprendia los siguientes elementos: BamHI-BstEll- (nucleétidos que codifican los amino&cidos
111-113 de VH) - (nucleétidos que codifican los aminoacidos 114-478 de Cy1)-TGA-Sall. Este producto se subcloné
en pBluescriptll/KS en los sitios BamHI y Sall, y un segundo sitio BstEll correspondiente a los aminoacidos 191 y
192 dentro del dominio CH1 de Cy1 se elimind por mutagénesis dirigida al sitio, sin cambio en la secuencia de
aminoacidos. El plasmido pBluescriptll/KS se digirié con BstEll y Sall y el fragmento de ADN de 993 pares de bases
correspondiente a IgG1 de longitud completa se purificé en gel.

A56R (forma larga). Un fragmento de ADN que codifica los aminoacidos 108 a 314 de la proteina hemaglutinina
A56R de virus vaccinia (Western Reserve), que comprende el tallo, la transmembrana y los dominios intracelulares
(acceso a Genbank n.° YP_233063), se amplifico a partir de ADN aislado del virus vaccinia Western Reserve con
cebador directo A56R (F)

5-CAACACCAAGGTGGACAAGAAAGTTACATCAACTACAAATGACACTGATAG-3' (SEQ ID NO. 8) y cebador
inverso A56R(R) 5-TATAG7UOICCTAGACTTTGTTCTCTGTTTTGTATTTACG-3' (SEQ ID NO. 9) (sitio de restriccién
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Sall en cursiva y subrayado). El producto de PCR resultante de aproximadamente 660 pares de bases se purifico en
gel.

A56R (forma corta). Un fragmento de ADN que codifica los aminoacidos 240 a 314 de la proteina hemaglutinina
A56R de virus vaccinia (Western Reserve), que comprende el tallo, la transmembrana y los dominios intracelulares
(acceso a Genbank n.° YP_233063), se amplifico a partir de ADN aislado del virus vaccinia Western Reserve con
cebador directo A56R (F2) 5-CAACACCAAGGTGGACAAGAAAGTTACCACCGATGATGCGGATCTTTATG A-3'
(SEQ ID NO. 21) y cebador inverso A56R(R): (SEQ ID NO. 9). El producto de PCR resultante de aproximadamente
263 pares de bases se purifico en gel.

Construccién de Fab (IgG CH1 con A56R forma mas larga). Los fragmentos de pares de bases 320 y 660 se
combinaron luego con la técnica SOE PCR con el cebador directo CH1 (F) (SEQ ID NO. 6) y el cebador inverso CH1
(R2): 5'-ACAAAAGTATTGGTAATCGTGTCATAACTTTCTTGTCCACCTTGGTGTTG-3' (SEQ ID NO. 22) para el
producto 5'y A56R (F) (SEQ ID NO. 8) en combinacion con A56R (R) (SEQ ID NO. 9) para el producto 3'. Estos dos
productos se combinaron luego para producir un fragmento de fusién de aproximadamente 980 pares de bases. Este
fragmento se digirié con BstEll y Sall, y el fragmento del par de base 934 resultante se purificd en gel.

Construccién de TR (Longitud completa IgG1 con A56R forma corta). Los fragmentos de pares de bases 993 y 263
se combinaron luego con la técnica SOE PCR con el cebador directo CH1 (F): (SEQ ID NO. 6) y el cebador inverso
A56R(R2): 5'-TCATAAAGATCCGCATCATCGGTGGTTTTACCCGGAGACAGGGAGAGGCT C-3' (SEQ ID NO. 23)
para el producto 5' y A56R(F3): 5-GAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAAACCACCGATGATGCGGATCTTTATGA-3'
(SEQ ID NO. 24) en combinacién con A56R(R): (SEQ ID NO. 9) para el producto 3. Estos dos productos se
combinaron luego para producir un fragmento de fusion de aproximadamente 1256 pares de bases. Este fragmento
se digirié con BstEll y Sall, y el fragmento del par de base 1235 resultante se purificé en gel.

Construccién de FL (Longitud completa IgG1 con A56R forma larga). Los fragmentos de pares de bases 993 y 660
se combinaron luego con la técnica SOE PCR con el cebador directo CH1 (F): (SEQ ID NO. 6) y el cebador inverso
A56R(R3): 5'-TATCAGTGTCATTTGTAGTTGATGTTTTACCCGGAGACAGGGAGAGGCTC-3' (SEQ ID NO. 25) para
el producto 5' y A56R(F4): 5-GAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAAACATCAACTACAAATGACACTGATA-3' (SEQ
ID NO. 26) en combinacion con A56R(R) (SEQ ID NO. 9) para el producto 3'. Estos dos productos se combinaron
luego para producir un fragmento de fusién de aproximadamente 1653 pares de bases. Este fragmento se digirié con
BstEll y Sall, y el fragmento del par de base 1632 resultante se purificé en gel.

El plasmido p7,5/tk también se digiri6 con BstEll y Sall, y el mayor fragmento resultante de aproximadamente 5,7 Kb
se purifico en gel. Estos dos fragmentos BstEll/Sall se ligaron para producir el plasmido pJEM1.

pJEM 1 retiene las regiones flanqueantes de homologia con el genoma de vaccinia que permite la recombinacién.
Sin embargo, en lugar del casete de expresion en p7.5/tk (promotor y secuencias expresadas), pJEMI contiene los
siguientes elementos: promotor del virus vaccina H5; péptido lider; 5' sitio de clonacion BssHII para la clonacion de
las cadenas pesadas variables; regién variable de cadena pesada; 3' sitio de clonacion BstEll para la clonacion de
las cadenas pesadas variables; dominio IgG CH1; y Vaccinia A56R, la secuencia para estos elementos de pJEM1 se
muestra en la Figura 1 y SEQ ID NO. 1.

La region variable de cadena pesada (H2124), especifica para C35, se inserté en los sitios de BssHIl y BstEIl de
pJEM1 y produjo una construccion de fusion VH (H2124)-CH1-A56R. Las secuencias de nucleétidos y de
aminoacidos para la construccion de fusion VH (H2124)-CH1-A56R preparada en pJEM1 se muestran a
continuacion, respectivamente.

Secuencia de polinucleétidos que codifica la proteina de fusion del producto Fab VH (H2124)-CH1-A56R (SEQ ID
NO. 10):

CAGOTGCAGCTACAGCAGTQOOGGCACAGGACTGCTGAAGCCTAGCGA
GACCCTGTCCCTCACCTGCGCTGTCTATGGCTACTCCATCACCAGCGGCTATT
TCTGGAACTGGATCCGCCAGCCCCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGATTIGGGTA
CATCAGCTACGACGGCAGCAGCAACTCCAACCCATCTCTCAAAAATAGGGTC
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TGACCGCCGCCGACACCGCTGTGTATTACTGTGCCAGAGGAACTACCGGGTTT
GCTTACTGGGGCCAAGGGACCCTGGTCACCGTCTCCTCAGCCTCCACCAAGG
GCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTCCAAGAGCACCTCTGGGGGCACA
GCGGCCCTGGGCTGCCTGOTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGT
CGTGGAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCT
ACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTCGTGACCGTGCCCTCCAGCA
GCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAATCACAAGCCCAGCAACAC
CAAGOTGOGACAAGAAAGITACATCAACTACAAATGACACTOATAAAGTAGAT
TATCGAAGAATACTCCACAGAGL TOATIGTAAATACAGATAGTIGAATCCGACTA
TAGACATAATACTATCTGOATCTACACATICACCGGAAACTAGTTCTAAGAA
ACCTGATTATATAGATAATTCTAATTGCTCGTCGGTATICGAAATCGCGACTC

CGGAACCAATTACTGATAATGTAGAAGATCATACAGACACCGTCACATACAC

GAGAACAAAGTCTAG

La secuencia de nuclettidos que codifica los dominios VH (H2124) y CH1 estd4 subrayada, y la secuencia de
nucledtidos que codifica el dominio A56R esta subrayada doble.

Secuencia de amino&cidos de la proteina de fusion del producto Fab VH (H2124)-CH1-A56R (SEQ ID NO. 11):

OVOLOOWGAGLLKPSETLSLTCAVYGYSITS GYFWNWIREGPPGKGLEWI
GYISYDGSSNSNPSLKNRVTISRDTSKNGFSLKLSSVTAADTAVYYCARGTTGFA
YWGOGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNS

FEIATPEPITDNVEDHIDTY TYTSDSINTVSASSGESTTDETPEPITDKEDHTVIDT

YSYTTVSTSSGIVITKSTTDDADLYDTYNDNDTYPPTTVGGSTTSISNYKTKDEVE

IEGITALILSAVAIECITYYIYNKRSREYKTENKV.
La secuencia de aminodacidos para VH (H2124) y el dominio CH1 esta subrayada, y la secuencia de aminoacidos
que codifica el dominio A56R esta subrayada doble.

Secuencia de polinucleétidos que codifica la proteina de fusion de la construccion TR VH (H2124)-1gG-A56R (SEQ
ID NO. 27):
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CAGGTGCAGCTGCAGCAGTGGGGCGCAGGACTGCTGAAGCCTAGCGA
GACCCTGTCCCTCACCTGCGCTGTCTATGGCTACTCCATCACCAGCGGCTATT
TCTGGAACTGGATCCGCCAGCCCCCAGGOAAGGGOGCTGGAGTGGATTGGGTA
CATCAGCTACGACGGCAGCAGCAACTCCAACCCATCTCTCAAAAATAGGGTC
ACAATCAGCAGAGACACCTCCAAGAACCAGTTICTCCCTGAAGCTGAGCTCTG
TGACCGCCGCCOGACACCGCTGTGTATTACTGTGCCAGAGGAACTACCGGGTTT
GCTTACTGGOGCCAAGGOACCCTGGTCACCGTCTCCTCAGCCTCCACCAAGG
GCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTCCAAGAGCACCTCTGGGOGCACA
GCGGCCCTGGUCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGT
COTGGAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTICCCGGCTGTCCT
ACAGICCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTCGTGACCGTGCCCTCCAGCA
GCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAATCACAAGCCCAGCAACAC
CAAGGTGGACAAGAAAGTTGAGCCCAAATCTTGTGACAAAACTCACACATGC
CCACCGTGCCCAGCACCTGAACTCCTGGGGGGACCOGTCAGTCTTCCICTTCCC
CCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGC
GIGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACG
TGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGT

GCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCC
CCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGUCAGCCCCGAGAACCACAG
GTGTACACCCTIGCCCCCATCCCGGGATGAGCTGACCAAGAACCAGGTCAGCC
TGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGA
GAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCOTGCTGGAC
TCCOGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCOGTGOACAAGAGCAGGTG
GCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAAC

CATATTATATATATAATAAACGTTCACGTAAATACAAAACAGAGAACAAAGT
CTAG

La secuencia de nucleétidos que codifica VH (H2124) y el dominio Ig de longitud completa esta subrayada, y la
secuencia de nucleétidos que codifica el dominio de forma corta A56R esté subrayada doble.
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Secuencia de aminoacidos de la proteina de fusién de la construccién TR VH (H2124)-1gG-A56R (SEQ ID NO. 28):
OVOLOOWGAGLLKPSETLSLTCAVYGYSITSGYFWNWIRGPPGKGLEWI

GYISYDGSSNSNPSLKNRVTISRDTSKNOFSLKLSSYTAADTAVYYCARGTTGFA
YWGOGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNS
GALTSGVHTFPAVLGSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTGTYICNVNHKPSNTKVDKK VY
EPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELFPPKPKDTLMISRTPEVICYYYDVSHEDP

SNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVY TLPPSRDELTKNQVSLTCLYKGEYPSDIAY
EWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSEFLYSKLTYDRSRWQOGNVESCSVMHEAL

HNHYTOKSLSLSPGKTTDDADLYDTYNDNDTVEPTTVGOSTISISNYKTRDEVEL
FGITALIILSAVAIFCITYYTYNKRSRKYKTENKV,

La secuencia de aminoéacidos para VH (H2124) y el dominio |g de longitud completa esta subrayada, y la secuencia
de aminoé&cidos que codifica el dominio A56R esta subrayada doble.

Secuencia de polinucledtidos que codifica la proteina de fusion de la construccién FL VH (H2124)-IgG-A56R (SEQ
ID NO. 29):

CAGGTGCAGCTGCAGCAGTGOGGGCGCAGGACTGCTGAAGCCTAGCGA
GACCCTGTCCCTCACCTGCGCTGICTATGGCTACTCCATCACCAGCGGCTATT
TCTGGAACTGGATCCGCCAGCCCCCAGGGAAGGOGCTGOAGTGGATTGGGTA
CATCAGCTACGACGGCAGCAGCAACTCCAACCCATCTCTCAAAAATAGGGTC
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ACAATCAGCAGAGACACCTCCAAGAACCAGTTCTCCCTGAAGCTGAGCTCTG
TGACCGCCGCCGACACCOCTGTGTATTACTGTOCCAGAGGAACTACCGOGTTT
QCTTACTGGGGCCAAGOGACCCTGGTCACCGTCTCCTCAGCCTCCACCAAGG
GCCCATCOGGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTCCAAGAGCACCTCTGGOGGCACA
GCGGCCCTGOGCTGCCTGOTCAAGCGACTACTTICCCCOAACCGGTGACGGTGT
CGTGGAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCUGTGCACACCTTICCCGGCTGTCCT
ACAGICCTICAGGACTCITACTCCCICAGCAGCOTCGTGACCGTCCCCTCCAGCA
GCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAATCACAAGCCCAGCAACAC
CAAGGTGGACAAGAAAGTTGAGCCCAAATCTTGTGACAAAACTCACACATGC

CCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGE
GTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACG
TGGACGGCGTGOAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGT
ACAACAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTG
GCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCC
CCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAG
GTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGCTGACCAAGAACCAGGTCAGCC
TGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGA
GAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGAC
TCCGACGGCTCCTTCTICCICTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTG
GCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAAC
CACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAAACATCAACTACAA
ALGALACTIOATAAGTAGATIATOAAGAATACTCCACAGAGTTGATIGTIAM
TACAGATAGTIGAATCGACTATAGACATAATACTATCTGGATCTACACATICAC
CUOAACTAQTICIAANGANMCCTOATIATIATAGA IAATICIAATTGCTCATCG

GIATTCGAAATCGCOGACTCCOGAACCAATTACTGATAATGTAGAAGATCATA

CACUTAAATACAAAACACACGAACAAAGTCTAG,

La secuencia de nucleétidos que codifica VH (H2124) y el dominio Ig de longitud completa esta subrayada, y la
secuencia de nucledtidos que codifica el dominio de forma larga A56R esté subrayada doble.

Secuencia de amino&cidos de la proteina de fusion de la construccion FL VH (H2124)-1gG-A56R (SEQ ID NO. 30):
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OVOLOOWGAGLLKPSETLSLTCAVYGYSITSGYFWNWIRGPPGKGLEW]
GYISYDGSSNSNPSLKNRVTISRDTSKNGESLEKLSSVIAADTAVYYCARGITGEA
YWGOGTLVTVSSASTKGPSVEPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNS
GALTSGVHTIPAVLESSGLYSLSSVVTVPSSSLGTOTYICNVNHKPSNTKVDKKY
EPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVICVVVDVSHEDP
EVKENWYVDG VEVHNAKTKPREEK;.?’YNSTYRVVSVLTVLH(}DWLNGKEYKCKV
SNKALPAPIEKTISKAKGUPREPQVYTLPPSRDEL TKNGVSL TCLVKGFYPSDIAV
EWESNGQPENNYKTTPPVLDS DGSFFLYSKLTVDKSRWQGNVFSCSVMHEAL

PERITDKEDHTVIDTVSYTTYSTSSGIVITKSTIDDADLYDTYNDNDTVEPTTY

GRTTRISNYKTKDEVEIFGITALILSAVAIECIIY.YIYNKRSRK YKTENKY
La secuencia de aminodacidos para VH (H2124) y el dominio Ig de longitud completa esta subrayada, y la secuencia
de aminoé&cidos que codifica el dominio de forma larga A56R esté subrayada doble.

Ejemplo 2
Expresion de la proteina de fusion A56R en la superficie de las células Hela

Las células Hela fueron infectadas o coinfectadas con virus vaccinia recombinante EEV que expresan
construcciones de fusion de inmunoglobulinas, Variable Pesada (H2124) CH1-A56R (descrita en el Ejemplo anterior)
e Ig-K ("A56R H + L") o scFv -A56R ("A56R scFv"). En la Figura 2 se muestra una ilustracion de la estrategia
general para la infeccion de células con el virus vaccinia recombinante EEV y los pasos subsiguientes de seleccion
de la biblioteca. En el ejemplo actual, en lugar de utilizar bibliotecas, las células HelLa se coinfectaron con virus
vaccinia recombinante que expresaba la fusion VH (H2124) CH1-A56R y virus vaccinia recombinante que expresaba
Ig-K (A56R H + L) o se infectaron con virus vaccinia recombinante que expresaba scFv-A56R. Se realiz6 un analisis
de clasificacion de células activadas por fluorescencia (FACS) para la tincion con C35 y la tincion con CD100 de
células infectadas con virus vaccinia recombinante EEV. Rapidamente se agregaron 1 pg/ml de CD 100-His o 1
pg/ml de C3 5-His a las muestras y se incubaron durante 30 minutos en hielo. Luego, las células se lavaron y se
anadiéo APC anti-his y las muestras se incubaron durante 30 minutos en hielo, y posteriormente se lavaron, fijaron y
analizaron. Los datos de FACS se muestran en la Figura 3A-C. Estos resultados muestran que las proteinas de
fusién A56R se expresaron en la superficie celular.

Los clones en formato EEV también se sometieron a pruebas mediante ELISA; la proteina C35 purificada se revistio
en una placa ELISA de 96 pocillos (placa inmune de fondo plano de 96 pocillos Nunc-MaxiSorp Cat # 439454) a 1
pg/ml en buffer carbonato. La placa se lavé y luego se bloque6 con 1 x PBS, FBS al 10%, luego se afiadi6 a la placa
EEV inactivado con Psoralen, se diluyé en 1 x PBS/FBS al 10%/Tween-20 al 0,05%, en los pocillos designados y se
dej6é que se unieran. Las particulas virales se detectaron mediante el anticuerpo conjugado con HRP anti-vaccinia
generado en conejo (catadlogo AbCam n.° 28250), y el anticuerpo se diluyé 1:2000 en 1XPBS/FBS al 10%/Tween-20
al 0,05%. A continuacién, se afiadié sustrato de TMB a la placa (para detectar la actividad de peroxidasa de rabano
(HRP)); se dej6 que se desarrollara el color y luego se terminé la reaccion con un volumen igual de 2N H>SO4. La
placa se ley6é en un lector de placas ELISA y los resultados se muestran en la Figura 4A. Se utiliz6 una segunda
prueba ELISA para confirmar la unién mediante la detecciéon de FADb, utilizando las mismas condiciones anteriores,
excepto que el anticuerpo secundario fue de cabra anti-lgG humana F(ab').-HRP (catdlogo Jackson
ImmunoResearch n.° 109-036-097) mediante una dilucién 1:10.000 del anticuerpo stock, con 1 X PBS/FBS al
10%/Tween-20 al 0,05% como buffer de dilucién. Los resultados se muestran en la Figura 4B. Los pocillos que
fueron positivos en ambas placas mostraron que la construccion del anticuerpo se expresé en presencia del virién
viral vaccinia. Como se muestra en la Figura 3A-B, EEV contiene la proteina de fusion especifica C35 (etiquetada
como "A56R EEV") unida a C35, mientras que un control ("L517 + G7000-A56R EEV"), que no une a EEV con C35,
no se unio, y el anticuerpo especifico de C35 en formato IgG1 unido a la membrana estandar ("mbg EEV") tampoco
se unio. Los datos demostraron la union especifica de antigeno de EEV cuando el anticuerpo se expresé con A56R.
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Ejemplo 3
Seleccion de proteinas de fusion basadas en placa y en solucion

El virus vaccinia recombinante que expresaba fusiones A56R con moléculas de unién a C35 y VEGF conocidas fue
sometido a pruebas para determinar la unién a moléculas objetivo mediante un ensayo basado en la exploracion. El
EEV recombinante que expresa moléculas de inmunoglobulina conocidas por ser especificas para C35 (scFv2408-
A56R, H2124-L517-A56R doble gen, y L517 + H2124-A56R coinfeccion) o VEGF (L7000 + H7000-A56R) se produjo
en las células BSC1 (por alrededor de 24 horas). El doble gen H2124-L517-A56R produjo el mismo anticuerpo que
el L517 + H2124-A56R, excepto que los genes Ig-H e Ig-K fueron codificados por el mismo virus del gen doble y los
genes Ig-H e Ig-K fueron codificados por virus separados utilizados para la coinfeccion H2124-A56R.

Los clones en formato EEV se analizaron mediante ensayo en placa. Las placas de ELISA de 96 pocillos estériles se
recubrieron con 1 pg/ml de C35 o 1 ug/ml de VEGF EEV que contenia el sobrenadante "Puro” (sin diluir) se diluyé
por dilucién en serie en diluciones de 1:10 a 1: 10°. Se agregaron 100 pl de las diversas construcciones de virus en
los pocillos designados y se dejo que la unién continuara durante 2 horas o toda la noche a temperatura ambiente.
Las células se lavaron 10 veces con PBS para eliminar el EEV no unido y luego se agregaron aproximadamente
25.000 células BSC1 a cada pocillo, y las placas se incubaron a 37°C durante la noche. La formacién de placa se
detect6 al tefir los pocillos con violeta cristal. Las Figuras 5A-D muestran los resultados del ensayo de placa para la
unién de C35 después de 2 horas y durante la noche, y la unién de VEGF después de 2 horas y durante la noche,
respectivamente. Estos resultados mostraron que las proteinas de fusion A56R se expresaron en la superficie de los
viriones de vaccinia. Ademas, los resultados mostraron que los segmentos de unién conocidos producidos mediante
fusiones A56R expresadas en EEV fueron capaces de unirse a sus objetivos especificos.

Luego, la seleccién basada en perlas se realiz6 mediante perlas de estreptavidina, perlas de Proteina G o perlas
tosilactivas.

Seleccion de perlas de estreptavidina (SAV). La seleccién basada en perlas magnéticas se se sometié a pruebas
con EEV recombinante que expresa MAb 2408 (H2124-A56R + L517 (especifico de C35)) o MAb 7000 (H7000-A56R
+ L7000 (especifico de VEGF)). Se infectaron células Hela con las diversas construcciones de virus en dos matraces
T175 durante 2 dias, se recogié el sobrenadante y se sedimentaron las células. La EEV se sediment6 mediante
centrifugacién durante 1 hora en un rotor SA-600 a 15.000 RPM. El sedimento de EEV se resuspendié en 1 ml de
DMEM suplementado con FBS al 10%. Para cada virus recombinante, se utilizaron 500 pl de sobrenadante (~10~’
pfu). Seguidamente se agregaron a cada muestra 500 pl de DMEM con 1 pg de biotina-C35 (lo que dio como
resultado una soluciéon de 1 ml de volumen con una concentracion de 1 pg/ml). La solucién se incubd en una
habitacién fria en un rotador durante 2 horas. Se anadieron 200 pl de perlas magnéticas de estreptavidina (SAV)
M280 a la solucion de EEV/C35 (la concentracion de perlas de SAV fue lo suficientemente alta para unir toda la
biotina-C35, por lo que no se requirié ninguna etapa de lavado). La solucién se hizo girar a temperatura ambiente
durante 20 minutos para permitir que las perlas se unieran a la biotina-C35. Las construcciones de virus preparadas
como se describié anteriormente se anadieron a las perlas. Las perlas se recogieron mediante un iman, y el virus no
unido se recogi6 por separado. Las perlas se lavaron 5 veces con 1 ml de PBS. Todos los lavados con el virus no
unido se agruparon ("No unido"). Las perlas fueron removidas del iman. Se afadié 1 ml de DMEM suplementado con
FBS al 2,5% y la solucion se transfirid a un tubo nuevo ("Unido"). Se tituldé "No unido" y "Unido". Los resultados se
muestran en la Tabla 1. Estos resultados muestran que el EEV que expresa el anticuerpo 2408, especifico de C35,
se unié a las perlas, mientras que el EEV que expresa el anticuerpo 7000, especifico de VEGF, no se unid.

Tabla 1: Seleccion de mAb especifico de C35 con perlas magnéticas SAV y biotina-C35

Virus Titulacion % Unidén
MADb 7000 - No unido 1,45 x 10’

MAb 7000 - Unido 1,2x10* 0,1%
MADb 2408 - No unido 7,6 x10°

MADb 2408 - Unido 7,7 x10° 50%

Se realizaron experimentos con muestras enriquecidas en los que EEV que expresaba L517 se ajustd a moi =1,y
se coinfecté en Hela con una mezcla en la que EEV que expresaba H2124-A56R se diluy6 a 1 10n* y 1: 10"° con
H7000 A56R (un Hela T175 por condicion enriquecida). En resumen, se cultivé EEV y se usaron 500 pl de EEV que
contenia sobrenadante (5X10" pfu) para cada muestra enriquecida. Se agregaron a cada muestra 500 yl de DMEM
con 1 pg de biotina-hC35 (una solucion de 1 ml de volumen con una concentracién de 1 pg/ml). Las soluciones
Unido y No unido se recolectaron con el método de seleccion de perlas SAV (M280) descrito anteriormente. El virus
unido se amplific6 en BSC1 en matraces T75.
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Las muestras Unidas y No unidas recolectadas para cada experimento con muestras enriquecidas se sometieron a
pruebas de citometria de flujo. Los resultados de los experimentos de muestras enriquecidas presentaron un claro
enriquecimiento con perlas 10 y 10° y esa seleccion de perlas fue mas eficiente que el método de seleccion de
placas (no se muestran los datos).

También se realizaron pruebas sobre diferentes perlas -perlas de Proteina G (Dynal) y perlas tosilactivas (Dynal)-
con métodos similares a los descritos anteriormente para perlas SAV. Los siguientes anticuerpos previamente
identificados se utilizaron durante los ensayos de seleccion: MAb 2408 (anticuerpo especifico de C35, un anticuerpo
1F2 humanizado que comprende H2124 + L517), MAb 2368 (anticuerpo especifico de CD100, descrito en la solicitud
de patente de los Estados Unidos No. 2010/0285036), mAb 7000 (anticuerpo parental de bevacizumab especifico de
VEGF) y mAb 8000 (anticuerpo parental de trastuzumab especifico de Her2).

Seleccion de perlas de Proteina G Se us6 EEV producido en infecciones a pequefna escala de células Hela en
placas de 6 pocillos (titulo ~ 5X102°/ml). La seleccion de perlas de Proteina G se someti6 a pruebas mediante EEV
que expresaba 2368-A56R (H2090-A56R + L512, tanto VH como VL expresadas en vaccinia): 1 ml de virus
(~5X10%° pfu) y EEV que expresaba 2408-A56R (H2124-A56R + L517, tanto VH como VL expresadas en vaccinia):
1 ml de virus (5X10~° pfu)). Se preparé CD100 unido a perlas de Proteina G de la siguiente manera: Se utilizaron
300 pl de perlas de Proteina G magnética (2 veces la cantidad estandar/muestra) y se extrajeron con un iman. Se
anadieron 600 pl de PBS + 18 ul de CD100-Fc (= 36 ug) a las perlas, que se incubaron a temperatura ambiente
durante 20 minutos (en el rotador) para permitir que CD100-Fc se uniera a las perlas de Proteina G. Las perlas se
extrajeron con un iman y se lavaron 1 vez con 1 ml de PBS. A continuacién, las perlas se resuspendieron en 300 pl
de DMEM suplementado con un 10%. Se afiadieron 100 pl de perlas de CD100-Fc/Pro G a cada muestra de virus
(aproximadamente 2 veces la cantidad estandar de perlas de Pro-G), que era aproximadamente 12 ug/ml de CD100-
Fc. La solucién se incub6 durante 2 horas a temperatura ambiente. Se retiraron 550 pl (aproximadamente 50%) de
las perlas y se recogieron las No unido; luego se realizaron 5 lavados estandar con 1 ml de PBS. Las perlas se
retiraron del iman, se anfadié 1 ml de DMEM suplementado con 2,5% vy la solucion se transfiri6 a un nuevo tubo
("Unido"). Se tituld6 "No unido" y "Unido". Los 550 ul restantes continuaron incubando a temperatura ambiente
durante otras 1,5 horas (3,5 horas en total) y luego durante 18 horas a 4 grados antes de ser recolectados como se
describi6 anteriormente.

Seleccion de perlas tosilactivadas El EEV que expresa los mismos anticuerpos 2408 (especificos de C35) y 2368
(especificos de CD100) utilizados en la seleccion de perlas de la Proteina G se usaron anteriormente para la
seleccién de perlas magnéticas tosilactivadas. Se conjugaron 100ug de C35-His con perlas magnéticas
tosilactivadas en un buffer de recubrimiento (CB) ELISA o PBS. La solucién se incubd a 37 grados durante la noche
y se bloqued durante 1 hora a 37°C con PBS, FBS al 10%, BSA al 0,5%. Las perlas se lavaron 1 vez, se
resuspendieron en 160 pl de DMEM suplementado con un 10%. Se agregaron 50 pl de cada muestra de perlas a
cada muestra de virus y se incubaron a temperatura ambiente durante 5 horas. No unido se recogidé después de
realizar 5 lavados estdndar con 1 ml de PBS. Las perlas se retiraron del iman, se anadi6 1 ml de DMEM
suplementado con 2,5%, y las perlas se transfirieron a un nuevo tubo ("Unido"). Se tituldé "No unido" y "Unido".

Se conjugaron 100 ug de CD100-His con perlas magnéticas tosilactivadas en PBS para el ensayo de seleccion del
anticuerpo CD100 con 2368-A56R (1 ml de virus (~5X1 0r° pfu)) y 2408-A56R (1 ml de virus (5X1 (s pfu)) con los
mismos métodos descritos anteriormente para el ensayo de seleccion de anticuerpos C35.

Los resultados que utilizan la seleccion de perlas de Proteina G se muestran en la Tabla 2 y los resultados que
utilizan la seleccion de perlas tosilactivadas se muestran en las Tablas 3 y 4.

Tabla 2: Seleccion de mAb especifico de CD100 con CD100-Fc y perlas de Proteina G

Virus/Tiempo de unién Muestra Titulacion % Unién
mAb 2408 - 2 horas No unido 100.000

mAb 2408 - 2 horas Unido 360 0,36%
mAb 2368 - 2 horas No unido 64.000

mAb 2368 - 2 horas Unido 88.000 58%
MAb 2368 - durante la noche No unido 130.000

MAb 2368 - durante la noche Unido 90.000 41%
MAb 2408 - durante la noche No unido 320.000

MADb 2408 - durante la noche Unido 160 0,05%
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Virus Muestra Titulacion % Unién
MAb 2408 No unido 96.000

MAb 2408 Unido 160.000 61%
MAb 2368 No unido 240.000

MAb 2368 Unido 1.600 0,6%
MAb 2408 No unido 97.000

MAb 2408 Unido 140.000 59%
Tabla 4: Seleccion de mAb especifico de CD100 con perlas tosilactivadas CD100-His

Virus Muestra Titulacion % Unidén
MAb 2408 No unido 384.000

MAb 2408 Unido 480 0,1%
MAb 2368 No unido 264.000

MAb 2368 Unido 232.000 46,7%
Ejemplo 4

Creacion de la biblioteca de proteinas de fusion CH1-A56R

Se produjo una biblioteca de polinucleétidos que codifican segmentos de inmunoglobulina. Se creé una biblioteca de
vaccinia recombinante denominada "pesada ingenua, fusién A56R" con un ARN de médula ésea que se compro a
un proveedor comercial (Life Technologies) que representa a mas de 100 donantes. La transcripcion inversa se
realizé con cebadores antisentido especificos para la region constante de inmunoglobulina humana gamma o mu. El
ADNc resultante se usdé como plantilla para PCR con uno de los dos cebadores de sentido que se unieron al
comienzo de la region estructural pesada humana 1 e introdujo un sitio de restriccion BssHIl en combinacion con un
grupo de cebadores antisentido que se unieron a los diversos segmentos J humanos de la linea germinal e introdujo
un sitio de restriccion BstEIl. Las secuencias de estos cebadores fueron las siguientes:

Sentido VH 3: AATATGCGCGCACTCCGAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGG (SEQ ID NO. 12)
Sentido VH 3a: AATATGCGCGCACTCCGAGGTGCAGCTGTTGGAGTCTGG (SEQ ID NO. 13)
Antisentido JH 1: GAGACGGTGACCAGGGTGCCCTGGCCCCA (SEQ ID NO. 14)

Antisentido JH 2: GAGACGGTGACCAGGGTGCCACGGCCCCA (SEQ ID NO. 15)

Antisentido JH 3: GAGACGGTGACCATTGTCCCTTGGCCCCA (SEQ ID NO. 16)

Antisentido JH 4/5: GAGACGGTGACCAGGGTTCCCTGGCCCCA (SEQ ID NO. 17)
Antisentido JH 6: GAGACGGTGACCGTGGTCCCTTGGCCCCA (SEQ ID NO. 18)

Los productos PCR resultantes se clonaron en el plasmido pJEM1 descrito anteriormente con el propésito de crear
virus vaccinia recombinante. En particular, el casete de expresion pesada variable de inmunoglobulina humana
descrito en este documento se clond en un marco con la regién del dominio constante de inmunoglobulina humana
CH1 y el ADNc de la proteina de membrana A56R de la membrana integral del virus vaccinia. Las proteinas
resultantes creadas a partir de la expresion de la biblioteca eran proteinas de fusién que contenian un segmento
variable de cadena pesada de inmunoglobulina, la cadena pesada CH1 y una parte de la proteina A56R expresada
en la superficie de vaccinia EEV.

La biblioteca pesada ingenua, fusion A56R, se usé junto con vaccinia que expresa Ig-L conocida o una biblioteca de
Ig-L expresada por el virus vaccinia (como se describe previamente en la Patente de Estados Unidos No. 7.858.559)
para la exploracion de vaccinia, como se ilustra en la Figura 2.

26




10

15

20

25

30

35

ES 2725673 T3

Ejemplo 5
Cribado de la biblioteca de proteinas de fusion CH1-A56R para la seleccion de anticuerpos CD100

Se realizé la seleccion de nuevos anticuerpos CD100 mediante ~1.200.000 clones de la biblioteca pesada ingenua,
fusién A56R (también denominada "biblioteca 3") descrita en el Ejemplo anterior + clones de cadena ligera (L48,
L116 y L9021).

Se infectaron células T-175 Hela con EEV que expresaba la biblioteca de fusion + cadenas ligeras descritas
anteriormente durante 2 dias, después de lo cual se recogioé el sobrenadante, se sedimenté con giros de baja
velocidad 2 veces y se sediment6 el EEV a 15.000 RPM durante 1 hora. El EEV se resuspendié en 3 ml de DMEM
suplementado con FBS al 10%.

Ronda 1: Seleccién. Se utilizaron como controles EEV que expresa 2368-A56R (1 ml de virus (~5X10*° pfu)) y EEV
que expresa 2408-A56R (1 ml de virus (5X1 0"5)) y la biblioteca 3 (1 ml de virus (~10"8 pfu)) se utilizé para el ensayo
de seleccién. Primero, se extrajeron 300 pl de perlas de Proteina G (2 veces la cantidad estandar/muestra) con un
iman y se agregaron a las perlas 600 pl de PBS + 18 ul de CD100-Fc (= 36 ug). La solucién se incub6 a temperatura
ambiente durante 20 minutos (en un rotador) para permitir que CD100-Fc se uniera a las perlas de Proteina G. Las
perlas se extrajeron con un iman, se lavaron 1 vez con 1 ml de PBS y se resuspendieron en 300 ul de DMEM
suplementado con un 10%.

A continuacion, se anadieron 100 pl de CD100-Fc/Pro G por muestra (aproximadamente 12 pg/ml de CD100-Pc) al
EEV (controles 2408 y 2368, y biblioteca 3) y se incubaron durante 2 horas a temperatura ambiente. Se retiraron 550
ul (aproximadamente 50%) de las perlas y se recogié el virus No unido; luego se realizaron 5 lavados estandar con 1
ml de PBS. Las perlas se retiraron del iman y se afiadié 1 ml de DMEM suplementado con 2,5% y la solucion se
transfiri6 a un nuevo tubo ("Unido"). Se tituld "No unido" y "Unido". Estas muestras de "incubacién de 2 horas" se
titularon con metilcelulosa anadida después de 45 minutos. Las perlas recuperadas de la biblioteca unida se
amplificaron en BSC1 en T75 (esta seleccion de 2 horas de la Ronda 1 se denominé "CD100 3.1A"). Los otros 550
pl (aproximadamente el 50%) de las perlas se continuaron incubando a temperatura ambiente durante otras 1,5
horas (3,5 horas en total) y luego durante 18 horas a 4°C grados ("durante la noche"). El virus no unido se recogi6
después de realizar 5 lavados estandar con 1 ml de PBS. Las perlas se retiraron del iman, se afiadié 1 ml de DMEM
suplementado con 2,5% y la solucién se transfirio a un nuevo tubo ("Unido"). Se titul6 "No unido" y "Unido". La
biblioteca unida se amplific6 en BSC1 en T75 (esta seleccion durante la noche de la Ronda 1 se denominé "CD100
3.1B"). Los resultados se muestran en la Tabla 5.

Tabla 5: Ronda 1: Seleccién de CD100 Ab

Virus/Tiempo de union Muestra Titulacion % Unidn
2408-2 horas No unido 100.000

2408-2 horas Unido 360 0,36%
2368-2 horas No unido 64.000

2368-2 horas Unido 88.000 58%
Biblioteca 3.1A-2 horas No unido 22.000.000

Biblioteca 3.1A-2 horas Unido 20.000 ~0,1%
2408-Durante la noche No unido 130.000

2408-Durante la noche Unido 90.000 41%
2368-Durante la noche No unido 320.000

2368-Durante la noche Unido 160 0,05%
Biblioteca 3.1B-Durante la noche No unido 56.000.000

Biblioteca 3.1B-Durante la noche Unido 17.000 0,03%

Respecto de las bibliotecas 3.1A y 3.1B se pudo realizar una buena amplificacién en BSC1, recoleccion vy titulacién
(~2X107"/ml cada una).

Ronda 2: Seleccion. Se us6 EEV producido en infecciones a pequefa escala de células Hela en placas de 6 pocillos
(titulo ~ 5X10°/ml). Las bibliotecas 3.1A y 3.1B se agruparon en una sola muestra. EEV que expresa 2368-A56R (1
ml de virus (~5X10° pfu)), EEV que expresa 2408-A56R (1 ml de virus (5X10*° pfu)) y la biblioteca 3.1A/B (1 ml de
virus (~5X10"° pfu)) se combinaron individualmente con 300 pl de perlas de Proteina G (2 veces la cantidad
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estandar/muestra). Se anadieron a las perlas 600 pl de PBS + 18 ul de CD100-Fc (= 36 pug). La solucion se incubé a
temperatura ambiente durante 20 minutos (en un rotador) para permitir que CD100-Fc se uniera a las perlas de
Proteina G. Las perlas se lavaron y se resuspendieron como se describid anteriormente para la Ronda 1. Se
anadieron 100 pl de CD100-Fc/Pro G por muestra (~12 pg/ml de CD100-Fc) a las muestras de virus y se incubaron
durante 4,5 horas a temperatura ambiente. Los "No unido" y "Unido" fueron recopilados vy titulados. La biblioteca
unida se amplific6 en BSC1 en T75 (la seleccion de la Ronda 2 se denomin6 "CD100 3.2"). Los resultados de la
seleccién de la Ronda 2 se muestran en la Tabla 6.

Tabla 6: Ronda 2: Seleccion para CD100 Ab

Virus-Antigeno Muestra Titulacion % Unidn
2408-CD100-Fc No unido 384.000

2408- CD100-Fc Unido 780 0,2%
2368- CD100-Fc No unido 264.000

2368- CD100-Fc Unido 224.000 46%
Biblioteca 3.2-CD100-Fc No unido 780.000

Biblioteca 3.2-CD100-Fc Unido 5.000 0,6%

Respecto de la biblioteca 3.2, se pudo realizar una buena amplificacion en BSC1, recoleccion vy titulacion
(~3X10"7/ml), y dio como resultado una pequefa poblaciéon de células positivas. Se realizé una tercera ronda de
seleccion.

Ronda 3: Seleccion. Se realiz6 una tercera ronda de seleccién con los mismos métodos descritos anteriormente
mediante la "biblioteca 3.2A" (Rondas 1 y 2 = CD100-Fc/Pro G). La biblioteca unida se amplificé en BSC1 en T75 (la
seleccién de la Ronda 3 se denomin6 "CD100 3.3A"). Los resultados de la seleccién de la Ronda 3A se sometieron a
pruebas de citometria de flujo. Se realizd una segunda seleccién de la Ronda 3 con 100 ug de CD100-His conjugado
con perlas magnéticas tosilactivadas en PBS mediante los métodos descritos anteriormente. Se agregaron 50 pl por
muestra para la seleccién con el mismo lote de virus que se us6 para CD100 3.3A (2368-A56R (1 ml de virus
(5X10"5 pfu)), 2408-A56R (1 ml de virus (5X1 (o pfu)) y 3.2A (1 ml de virus (5X10"5 pfu)). Las soluciones se
incubaron a temperatura ambiente durante 4 horas. Los "No unido" y "Unido" fueron recopilados y titulados. La
biblioteca unida se amplificé en BSC1 en T75 (la seleccion tosilactivada de la Ronda 3 se denominé "CD100 3.3B").
Los resultados de la seleccion de la Ronda 3B se sometieron a pruebas de citometria de flujo. En la Figura 6 se
ilustra un diagrama que resume la estrategia de seleccién del anticuerpo CD100.

La tincién de citometria de flujo sugirié que probablemente habia una poblacién positiva en CD100 3.3A/B cuando se
pared con L116. Las placas de 3.3A (n = 27) y 3.3B (n = 30) se seleccionaron y amplificaron durante 3 dias en BSC1
en una placa de 24 pocillos (1 placa por pocillo). Las células Hela se infectaron en placas de 24 pocillos con 1/3 de
cada placa amplificada. Las células se coinfectaron con L116 a moi = 1 (controles: 2368, 2408 y sobrenadante de
Hela no infectado). EEV se produjo durante 2 dias, se recolect6 y se inactivo con psoraleno y se irradié con luz UV
de onda larga (PLWUV). El virus se unié a placas recubiertas con CD100 (2 pug/ml) y C35 (2 pg/ml) O/N con 50 pl de
EEV + 50 pl de buffer de bloqueo ELISA por pocillo.

La unién del anticuerpo se detect6 al anadir anti-Fab-HRP. Dos clones (3.3.C20 y 3.3C27) tuvieron una buena union
a CD100 y fueron secuenciados. Estos clones se caracterizaron ademas por especificidad y afinidad mediante
citometria de flujo. Los clones se amplificaron en BSC1 en T75 y se titularon. Las células infectadas con 3.3A/B (con
L116) se clasificaron CD100. El virus de las células clasificadas (150 células) se amplificd, se tituld y se analizd
mediante flujo (100 pg/ml de CD100-His): 30 minutos en hielo, se lavé con 5 ml, anti-HIS-APC + anti-Fab-FITC: 30
minutos en hielo). Ambos clones 20 y 27 se unieron a CD100 segun lo determinado por citometria de flujo.

Las secuencias para dos clones VH CD100 de alta afinidad (3.3.C20 y 3.3C27) cuando se emparejaron con L116
fueron idénticas. La alineacion de la secuencia de los dos clones se muestra en la Figura 7. La secuencia de
aminoacidos para la cadena pesada variable es la siguiente (VH CDR1-3 estan subrayadas):

EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFIFIDY YLSWIRQAPGKGPEWLSYI
SSYSRYTNYADSYKGRFTISRDNTRNSIYLQMNNLRVEDTAVY YCARAGSYYGY
WGQGTLVT (SEQ ID NO:19).
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Ejemplo 6
Cribado de la biblioteca de proteinas de fusion CH1-A56R para la seleccion de anticuerpos Her2

Se realizd la seleccion de nuevos anticuerpos Her2 mediante 1.200.000 clones de la biblioteca pesada ingenua,
fusion A56R (también denominada "biblioteca 3") + clones de cadena ligera (L48, L116 y L9021). La biblioteca es la
misma que se uso para las selecciones de CD100 discutidas anteriormente.

Ronda 1: Seleccion. La biblioteca 3 (1 ml de virus (~ 1078 pfu)) se utiliz6 para esta seleccion. Primero, se afiadieron
a las perlas de Proteina G 100 pl de PBS + 100 pl de Her2-Fc (R&D Systems) (= 10 pg). La solucion se incub6 a
temperatura ambiente durante 25 minutos (en un rotador) para permitir que Her2-Fc se uniera a las perlas de
Proteina G. Las perlas se extrajeron con un iman, se lavaron 1 vez con 1 ml de PBS y se resuspendieron en 100 pl
de DMEM suplementado con un 10%.

Posteriormente, se anadieron 100 pl de Her2-Fc/Pro G (~10ug/ml de Her2-Fc) a 1 ml de la Biblioteca 3 y se
incubaron durante 4 horas a temperatura ambiente. Se retiraron las perlas y se recogi6 el virus No unido; luego se
realizaron 5 lavados estandar con 1 ml de PBS. Las perlas se retiraron del iman y se afiadi6 1 ml de DMEM
suplementado con 2,5% y la solucion se transfirié un nuevo tubo ("Unido"). Se titul6 "No unido" y "Unido". Las perlas
recuperadas de la biblioteca unida se amplificaron en BSC1 en T75 (la seleccién de la Ronda 1 se denomind
"Her2.3.1").

Ronda 2: Seleccion. Her2.3.1 amplificado se titulé y amplificé en formato de placa de 6 pocillos (coinfectado con L48,
L116 y L9021) y se realizé un ciclo adicional de selecciéon Her2-Fc/ProG con los métodos descritos anteriormente. La
biblioteca unida se amplificé en BSC1 en T75 (la seleccion de la Ronda 2 se denominé "Her2.3.2").

Ronda 3: Seleccién. Her2.3.2 amplificado se titulé y reamplificé en formato de placa de 6 pocillos (coinfectado con
L48, L116 y L9021) y se realiz6 un ciclo adicional de seleccién Her2-Fc/ProG con los métodos descritos
anteriormente. La biblioteca unida se amplific6 en BSC1 en T75 (la seleccion de la Ronda 3 se denominé "Her2.3.3").
Los resultados de la seleccion Her2.3.2 y Her2.3.3 se sometieron a pruebas de citometria de flujo. En este
experimento, se incubaron 3 pg/ml de C35-His o 10 pg/ml de Her2-His con MAB anti-His-APC durante 30 minutos en
hielo para formar complejos. Se anadi6 anti-Fab-FITC y los complejos Antigen-anti-His se afiadieron a las células
durante 30 minutos en hielo. Las células se lavaron luego con 2 ml de PBS, BSA al 0,5%, EDTA 2 nM. Luego se
agregaron anti-his-APC y anti-Fab-FITC durante 30 minutos en hielo, las células se lavaron, se fijaron y se realiz6 el
ensayo de citometria de flujo. Como se muestra en la Figura 8, las tres cadenas ligeras se enriquecieron para
anticuerpos especificos contra Her2.

Ronda 4: Seleccion. Las células Hela en formato de placa de 6 pocillos se coinfectaron con Her2.3.3 y L116
solamente, se aisl6 EEV como se describié anteriormente y se realiz6 un ciclo adicional de seleccion de Her2-
Fc/ProG mediante los métodos descritos anteriormente. La biblioteca unida se amplifico en BSC1 en T75 (la
seleccién de la Ronda 4 se denominé "Her2.3.4"). En la Figura 9 se ilustra un diagrama que resume la estrategia de
seleccién del anticuerpo Her2.

Los resultados de la seleccion de Her2.3.3 y Her2.3.4 se sometieron a pruebas de citometria de flujo mediante el
método de tincién descrito anteriormente. Se utiliz6 el control H8000-A56R + L8000 (8000 = 4D5 quimérico; el
pariente murino de trastuzumab).

Los resultados de la citometria de flujo mostraron 2 poblaciones en las muestras 3.3 y 3.4. La muestra de Her2 3.4
se coinfecté en células Hela y la muestra se tifn6é para determinar la unién de Her2 y se seleccionaron las células
positivas. Los clones se seleccionaron y cribaron de la muestra clasificada, 30 placas se recogieron de Her2.3.4 y se
amplificaron durante 2 dias en BSC1 en una placa de 24 pocillos (1 placa por pocillo). Las células Hela se infectaron
en placas de 24 pocillos con 1/3 de cada placa amplificada. Las células se coinfectaron con L116 a moi = 1
(controles: 8000, 2368, 2408 y sobrenadante de Hela no infectado). EEV se produjo durante 3 dias, se recogid y se
inactivdo con PLWUV. El virus se unié a placas recubiertas con CD100 (2 pg/ml) y Her2 (2 ug/ml) O/N con 50 ul de
EEV + 50 pl de buffer de bloqueo ELISA por pocillo. Los resultados se muestran en la Figura 10.

La union del anticuerpo se detecté al anadir anti-Fab-HRP. Se identificaron cinco clones positivos con buena unién a
Her2 y se secuenciaron. Los 5 clones tenian la misma secuencia (ver Figura 11). La secuencia VH del clon B10 se
muestra a continuacion.

Secuencia del clon Her2 B10:

EVOLLESGGGFVOPGGELRLSCAASGEFAPNNY ALSWVROAPGRGLXWVE
ABPRGDYIYYADSVEGRFIFSRONSRNMLSLOMTSLGAEDTALYYCARQNNVER
DOAVAGPLDHWGOGTLYT (SEQ D NGO

29



10

15

20

25

30

ES 2725673 T3

Ejemplo 7
Cribado de la biblioteca de proteinas de fusion CH1-A56R para la seleccion de anticuerpos C35

Se realiz6 la seleccién de nuevos anticuerpos C35 mediante ~ 1.200.000 clones de la biblioteca pesada ingenua,
fusién A56R (también denominada "biblioteca 3") + clones de cadena ligera (L48, L116 y L9021). La biblioteca es la
misma que se usé para las selecciones de CD100 y Her2 discutidas anteriormente.

Ronda 1: Seleccién. Se conjugaron 100 pg de C35 con perlas magnéticas tosilactivadas en un buffer de
recubrimiento (CB) ELISA o PBS. La solucién se incub6 a 37°C durante la noche y se bloqued durante 1 hora a 37°C
con PBS, FBS al 10%, BSA al 0,5%. Las perlas se lavaron una vez, se resuspendieron en 160 pl de DMEM
suplementado con un 10%. Se agregaron 50 pl de cada muestra de perlas a cada muestra de virus y se incubaron a
temperatura ambiente durante 3,5 horas. No unido se recogié después de realizar 5 lavados estandar con 1 ml de
PBS. Las perlas se retiraron del iman, se afiadiéo 1 ml de DMEM suplementado con 2,5%, y las perlas se transfirieron
a un nuevo tubo ("Unido"). Se titul6 "No unido" y "Unido".

La biblioteca unida se amplifico en Hela en T75 (la seleccion de la Ronda 1 se denominé "C35 3.1"). Los resultados
de la ronda C35 3.1 se sometieron a pruebas de citometria de flujo. Se unié C35 3.1, pero fue baja (no se muestran
los datos).

Ronda 2: Seleccion. EI C35 3.1 amplificado se tituld y se us6 para producir EEV recombinante en formato de placa
de 6 pocillos por coinfeccion de C35 3.1 con L48, L116 y L9021 (titulacion ~ 5X10"°/ml) y se realizé un ciclo
adicional de seleccién de C35 tosilactivado mediante los métodos descritos anteriormente. Las soluciones se
incubaron a temperatura ambiente durante 3 horas en lugar de 3,5, como en la Ronda 1. Las titulaciones de los virus
unidos y no unidos se muestran en la Tabla 7. La biblioteca unida se amplificé en Hela en T75 (la seleccién de la
Ronda 2 se denomin6 "C35 3.2") y la unioén se analizé mediante citometria de flujo como se describié anteriormente.

Tabla 7: Ronda 2: Selecciéon de C35-His/Tosilactivado para C35 Ab

Virus Muestra Titulacion % Unién
2368 No unido 684.000

2368 Unido 1600 0,2%
2408 No unido 600.000

2408 Unido 168.000 28%
Biblioteca C35 3.2 No unido 972.000

Biblioteca C35 3.2 Unido 10.400 1%

Ronda 3: Seleccion. ElI C35 3.2 amplificado se tituld y se us6 para producir EEV recombinante en formato de placa
de 6 pocillos por coinfeccion con L48, L116 y L9021 (titulacion ~ 5X102°/ml) y se realizé un ciclo adicional de
seleccién de C35 tosilactivado mediante los métodos descritos anteriormente para la Ronda 2. Las titulaciones de
los virus unidos y no unidos se muestran en la Tabla 8. La biblioteca unida se amplific6 en Hela en T75 y se someti6
a citometria de flujo la unién de C35, como se describié anteriormente (la seleccion de la Ronda 3 se denominé "C35
3.3").

Tabla 8: Ronda 3: Seleccion de C35-His/Tosilactivado para C35 Ab

Virus Muestra Titulacion % Unidén
2368 No unido 400.000

2368 Unido 480 0,1%
2408 No unido 228.000

2408 Unido 108.000 47%
Biblioteca C35 3.3 No unido 540.000

Biblioteca C35 3.3 Unido 2600 0,5%
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Los clones se cribaran desde C35 3.3, asi como una posible seleccién de cuarta ronda. Los clones positivos se
caracterizaran por citometria de flujo y se evaluaran para determinar su especificidad, afinidad y funcion.

Ejemplo 8
Amplificacion selectiva del virus vaccinia que expresa cadenas pesadas o ligeras

La infeccion combinatoria con virus vaccinia recombinantes separados que albergan inmunoglobulina de cadena
pesada o ligera es una forma eficaz de expresar anticuerpos para la seleccién. Sin embargo, después de la
seleccién, durante la amplificacion y la recoleccion, actualmente no hay ningin mecanismo para separar los virus
que contienen cadenas pesadas y ligeras. Por lo tanto, seria ventajoso poder amplificar los virus vaccinia pesadosy
livianos por separado, como en el caso en que tanto las infecciones de cadena pesada como ligera se llevan a cabo
en complejidades mayores que uno y donde se requiere la postseleccion de deconvolucién. Por esta razdn, se han
producido virus vaccinia recombinantes que expresan cadenas pesadas o ligeras acopladas a un marcador
seleccionable de farmacos (cadena pesada con resistencia a la neomicina y cadena ligera con resistencia a la
higromicina). El siguiente experimento demuestra la utilidad en la amplificacion selectiva de virus vaccinia
recombinantes que contienen cadenas pesadas o ligeras de forma independiente.

Las células BSC1 se sembraron en 15 pocillos de placas de 6 pocillos a 1,25 x 10° células por pocillo y a 2,5 ml por
pocillo. Al dia siguiente, se cred una serie de diluciones de higromicina o G418 para la seleccion de conformidad con
la Tabla 9. DMEM-2.5 representa DMEM que contiene FBS al 2,5%.

Tabla 9A: Preparacion de diluciones de higromicina

Diluciones de higromicina

[stock] = 50 mg/ml

1 2 3 4 5 6
0,2 0,1 0,08 0,04 mg/ml. 0,02 mg/ml. 0,01 mg/ml.
mg/ml. mg/ml. mg/ml.
Vol. Cult. (ml) | 6 6 12 0,5 X en serie 0,5 X en serie 0,5 X en serie
necesario:
Agregar higro (ul): | 24 12 19,2 6ml de 3 en 6ml | 6ml de 4 en 6ml | 6ml de 5 en 6ml
DMEM-2,5 DMEM-2,5 DMEM-2,5
A DMEM-2,5 (ml): | 5,976 5,988 5,9808

Tabla 9B: Preparacion de diluciones G418

Diluciones G418

[stock] = 100 mg/ml

1 2 3 4 5 6
2,0 1,0 mg/ml. 0,5 mg/ml. 0,25 mg/ml. 0,125 mg/ml. 0 mg/ml.
mg/ml.
Vol. Cult. (ml) | 5 5 5 5 5 5
necesario:
Agregar G418 | 200 5ml de 1 en|5ml de 2 en|5ml de 3 en|5ml de 4 en | 5ml de
(uh): 5ml DMEM-2,5 | 5mI DMEM-2,5 | 5ml DMEM-2,5 | 5ml DMEM-2,5 | DMEM-2,5
A DMEM-2,5 | 10
(ml):

En el tercer dia, las células BSC1 se infectaron con MOI = 3 de virus vaccinia de tipo salvaje o virus vaccinia que
contenia los marcadores seleccionables respectivos (VHE H5 LX-IRES-HIGRO o VHE H5 HX-A56R NEO). Luego se
aplicaron diluciones de higromicina y G418 a los pocillos de las placas al mismo tiempo. Se afadi6 DMEM-2.5 que
no contenia antibiéticos a los pocillos de control. La infeccion se llevé a cabo en un volumen de 0,65 ml por pocillo y
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las células se incubaron a 37°C. Después de 2 horas, los volumenes de medios se llevaron a 2,65 ml por pocillo y se
suplementé con higromicina o G418 adicional para mantener las concentraciones deseadas en los pocillos que
contienen el farmaco. Mientras tanto, nuevas células BSC1 se sembraron en placas de 12 pocillos a 2x10° células
por pocillo para la determinacién de titulacion posterior a la infeccion.

24 horas después de la infeccion, todas las muestras se recogieron en tubos de centrifuga cénicos de 15 ml, se
congelaron y descongelaron tres veces, se agitaron y se resuspendieron mediante agitacion suave en 1,8 ml de
DMEM-2.5. Las muestras se sonicaron durante 2 minutos a la intensidad maxima y luego se transfirieron a un tubo
Sarstedt de 2,0 ml. Se prepar6 una serie de diluciones para cada muestra en tubos de polipropileno de 7,5 ml.
Primero, se retiraron 30 pl del original de cada muestra y se combinaron con DMEM-2.5 sin antibiéticos hasta un
volumen final de 3.000 pl (dilucion 1:102). Posteriormente se agregaron 30 pl de la dilucién 1:10% a un segundo
volumen final de 3.000 pl para preparar una dilucién 1:104. Luego se realizé una serie de diluciones 1:10 para
preparar las diluciones 1:10° a 1:10°. Todas las diluciones se agitaron en un gabinete de bioseguridad con tubos de
5ml.

Las células BSC1 en las placas de titulacion se infectaron posteriormente con seis diluciones (1:1 0*a 1:109) de cada
muestra y se dispensaron 0,333 ml de cada dilucién de titulacién por pocillo de ensayo por duplicado. Por lo tanto, el
factor para calcular la titulacion es igual al nimero total de placas en 2 pocillos duplicados dividido por 0,66 ml. La
infeccion se incubd durante al menos 2 horas a 37°C. Se afadieron 1,0 ml adicionales de DMEM-2.5 a cada pocillo
después de las 2 horas iniciales de adsorcién e infeccion.

48 horas después de la infeccidn, se anadio violeta cristal a las placas de titulacién de 12 pocillos. Sélo se contaron
las placas mayores que 1 mm de diametro. Las placas hijas fueron excluidas del conteo.

Los resultados se muestran en la Tabla 10. En experimentos de resistencia a higromicina, 0,01 a 0,08 mg/ml de
higromicina inhibieron significativamente la amplificacion del virus vaccinia que expresaba una cadena pesada unida
a un marcador de resistencia a la neomicina, pero tuvo poco o ningun efecto de inhibicién (excepto el punto de datos
de 0,04 mg/ml) en la amplificacion del virus vaccinia que expresa una cadena ligera unida a un marcador de
resistencia a la higromicina hasta que la concentracién de higromicina se incrementé a 0,1 a 0,2 mg/ml. De manera
similar, en los experimentos de resistencia a la neomicina, de 0,125 a 2 mg/ml de G418 inhibié significativamente la
amplificacion del virus vaccinia de tipo salvaje, pero no tuvo efecto inhibitorio sobre la amplificacién del virus vaccinia
que expresaba una cadena pesada unida a un marcador de resistencia a la neomicina.

Tabla 10A: Resultados de experimentos de resistencia a higromicina

RESISTENCIA HIGRO

ID de la muestra Titulacion % Inhibicién
Higro 0,2mg/ml VKE H5 LX-IRES-HIGRO 2,20E+07 53,0

Higro 0,1mg/ml VKE H5 LX-IRES-HIGRO 1,70E+07 63,6

Higro 0,08mg/ml VKE H5 LX-IRES-HIGRO 4,47E+07 4,5

Higro 0,04mg/ml VKE H5 LX-IRES-HIGRO 2,77E+07 40,9

Higro 0,02mg/ml VKE H5 LX-IRES-HIGRO 4,66E+07 0,4

Higro 0,01mg/ml VKE H5 LX-IRES-HIGRO 5,98E+07 -27,9

Higro 0,08mg/ml VHE H5 HX-A56R NEO 2,43E+06 89,1

Higro 0,04mg/ml VHE H5 HX-A56R NEO 2,66E+06 88,1

Higro 0,02mg/ml VHE H5 HX-A56R NEO 2,70E+06 87,9

Higro 0,01mg/ml VHE H5 HX-A56R NEO 6,86E+06 69,3

[sin antibiético] VKE H5 LX-IRES-HIGRO 3,86E+07 Control higro n.° 1
[sin antibidtico] VKE H5 LX-IRES-HIGRO 5,49E+07 Control higro n.° 2
[sin antibiético] VHE H5 HX-A56R NEO 2,23E+07 Control neo
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Tabla 10B: Resultados de experimentos de resistencia a neomicina

RESISTENCIA NEO

ID de la muestra Titulacion % Inhibicién
G418 0,125 mg/mI WT 1,58E+07 60,8

G418 0,25 mg/mI WT 8,26E+06 79,4

G418 0,5 mg/mIWT 2,54E+06 93,7

G418 1 mg/mIWT 1,36E+06 96,6

G418 2 mg/mIWT 1,59E+05 99,6

G418 0,125 mg/mIVHE H5 HX-A56R NEO 2,88E+07 -26,7

G418 0,25 mg/ml VHE H5 HX-A56R NEO 3,11E+07 -36,7

G418 0,5 mg/ml VHE H5 HX-A56R NEO 3,41E+07 -50,0

G418 1 mg/ml VHE H5 HX-A56R NEO 3,18E+07 -40,0

G418 2 mg/ml VHE H5 HX-A56R NEO 3,03E+07 -33,3

G418 0 mg/mIWT 4,02E+07 Control neo n.° 1
G418 0 mg/ml VHE H5 HX-A56R NEO 2,27E+07 Control neo n.° 2

Por lo tanto, los virus vaccinia recombinante que expresan marcadores de inmunoglobulina y resistencia a los
medicamentos unidos a través de un Sitio de Entrada del Ribosoma Interno (IRES) brindan proteccion contra la
muerte de las células huésped en tratamiento con ese medicamento. Esto permite la propagacion especifica de la
cadena en el virus, asi como la seleccién contra el virus vaccinia de tipo salvaje durante la recombinacién.

Ejemplo 9
Expresion de la proteina de fusion A56R en la superficie de las células Hela

Las células HelLa se coinfectaron con virus vaccinia EEV recombinante que expresan construcciones de fusion de
inmunoglobulina, Variable Pesado (H8000) CH1-A56R con L8000 Ig-K que juntos codifican un fragmento Fab de
anticuerpo ("Fab"), Variable Pesado (H8000) ) FL-A56R con L8000 Ig-K que juntos codifican IgG de longitud
completa ("FL"), Variable Pesado (H8000) A56R truncado con FL con L8000 Ig-K que juntos codifican IgG de
longitud completa con un A56R mas corto ("TR"), Variable Pesado (H2124) FL-A56R con L517 Ig-K (2408 "FL"), y
Variable Pesado (H2124) FL-A56R truncado con L517 Ig-K (2408 "TR") en placas de 12 pocillos. En la Figura 12 se
muestra un diagrama que presenta las construcciones "Fab", "TR" e "IgG". Se realizé un andlisis de clasificacion de
células activadas por fluorescencia (FACS) para la tincion con C35 y la tincion con Her2 de células infectadas con
virus vaccinia recombinante. Después de aproximadamente 18 horas, las células se tifieron con C35-His/His-APC y
Her2-His/His-APC, y anti-Fab-FITC y se detectaron por andlisis FLOW en Canto. Brevemente, las células se
tripsonizaron y se dividieron en dos por muestra; se lavaron con 2 ml de buffer de lavado; se agregaron 10 pug/ml de
Her2-His o 4 pg/ml de C35-His a una de las dos muestras y se incubaron durante 30 minutos en hielo. Luego, las
células se lavaron y se afiadié APC anti-His y las muestras se incubaron durante 30 minutos en hielo, se tifieron con
un reactivo de deteccion secundario anti-Fab-FITC y posteriormente se lavaron las muestras, se fijaron
(paraformaldehido al 0,5% con 1:100PI durante 20 min en hielo) y se analizaron por FLOW por Canto. Los datos
FACS se muestran en la Figura 13-15. Estos resultados muestran que las proteinas de fusion A56R, ya sea que
expresen un Fab o una IgG de longitud completa, se expresaron en la superficie celular, y que solo los dominios
transmembrana e intracelular de A56R son necesarios para la expresién en superficie de la IgG.

Ejemplo 10
Solucién basada en la seleccion de Vac-lg

Seleccion de perlas tosilactivadas. EEV expresa el especifico para C35 (H2124), "FL" y "TR" VH se coinfectaron
junto con L517 en células Hela en placas de 6 pocillos, EEV se recogié del sobrenadante por centrifugacién a 1200
rpm y se recogioé el sobrenadante (EEV) después de aproximadamente 48 horas de infecciéon. Como control, el
H8000-Fab + L8000 especifico de Her2 se produjo de la misma manera. Para la seleccién de las perlas, se
conjugaron 100 pg de C35 - His con perlas magnéticas tosilactivas en PBS. La solucién se incub6 a 37 °C durante la
noche y se bloque6 durante 1 hora a 37°C con PBS, FBS al 10%, BSA al 0,5%. Las perlas se lavaron una vez, se
resuspendieron en 160 pl de DMEM suplementado con un 10%. Se agregaron 50 pl de cada muestra de perlas a
cada muestra de virus y se incubaron a temperatura ambiente durante 2 horas. EEV no unido se recogié después de
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realizar 5 lavados estandar con 1 ml de PBS. Las perlas se retiraron del iman, se anadi6 1 ml de DMEM
suplementado con 2,5%, y las perlas se transfirieron a un nuevo tubo ("Unido"). Se tituldé "No unido" y "Unido".

Como se muestra en la Tabla 11, se selecciond el virus vaccinia que expresaba construcciones especificas de C35
de las proteinas de fusién Fab y FL, mientras que la construccién con la proteina de fusion TR no se seleccioné.
Este dato sugiere que se necesita alguna secuencia A56R extracelular para la incorporacion en EEV.

Tabla 11: Resultados de la seleccion de perlas tosilactivas

Virus % Unidén
MAb 2408-Fab 24%
Mab 2408-FL 18%
Mab 2408-TR 2,3%
Mab 8000-Fab 0,8%
Ejemplo 11

Cribado de la biblioteca de proteinas de fusion CH1-A56R para la seleccion de anticuerpos CD100

La seleccion para nuevos anticuerpos CD100 mediante una biblioteca de cadena pesada compuesta por
aproximadamente 7.000.000 de clones que contienen una combinaciéon de VH ingenuos y secuencias sintéticas de
VH se produjo en el vector A5S6R-Fab. Para producir vaccinias que expresan la biblioteca de Ig en la superficie de
EEV, la biblioteca de fusion A56R (también denominada "biblioteca 10") se coinfecté en células Hela 1X10%unto
con un coctel de 9 clones de cadena ligera (cadenas Kappa: L48, L116, L122, L7110 y L9021; y cadenas Lambda:
L3-1, L151, L214, y L223). El moi total del virus de la cadena pesada fue 1, y el moi total del virus de la cadena ligera
fue 1; cada cadena ligera comprende aproximadamente 1/9 del total del virus de la cadena ligera agregado.

Se infectaron células Hela-S que crecian en suspension durante 2 dias, después de lo cual se recogio el
sobrenadante, se sediment6 con giros de baja velocidad 2 veces y se sedimenté EEV a 13.000 RPM durante 1 hora
en un rotor F16/F250. EEV se resuspendieron en 3 ml de DMEM suplementado con FBS al 10%, y se us6 1 ml para
seleccionar los anticuerpos especificos de CD100.

Ronda 1: Seleccién. Se utilizaron como controles EEV que expresa 2368-A56R (1 ml de virus con aproximadamente
~5X10"° pfu)) y EEV que expresa 2408-A56R (1 ml de virus con aproximadamente 5X10%%)) y la biblioteca 10 (1 ml
de virus con aproximadamente ~1078 pfu)) se utilizd para el ensayo de seleccion. Primero, se extrajeron 300 pl de
perlas de Proteina G (2 veces la cantidad estdndar/muestra) con un iman y se agregaron a las perlas 600 pl de PBS
+ 18 pl de CD100-Fc (= 36 pg). La solucion se incubd a temperatura ambiente durante 20 minutos (en un rotador)
para permitir que CD100-Fc se uniera a las perlas de Proteina G. Las perlas se extrajeron con un iman, se lavaron 1
vez con 1 ml de PBS y se resuspendieron en 300 pl de DMEM suplementado con un 10% FBS.

A continuacion, se anadieron 100 pl de CD100-Fc/Pro G por muestra (aproximadamente 12 ug/ml de CD100-Fc) al
EEV (controles 2408 y 2368, y biblioteca 10) y se incubaron durante 2 horas a temperatura ambiente. El virus no
unido se elimind siguiendo el estdndar después de realizar 5 lavados estandar con 1 ml de PBS. Las perlas se
retiraron del iman y se afadié 1 ml de DMEM suplementado con 2,5% y la solucién se transfiri6 a un nuevo tubo
("Unido"). Se titulé "No unido" y "Unido". Los resultados se muestran en la Tabla 12. El virus unido se amplificé en
células BSC1 en matraces T175 durante 3 dias.

Tabla 12: Resultados de la seleccion de perlas tosilactivas

Virus Seleccion Titulacion - No unido Titulacion - Unido % Unidén
Library_10 CD100-Fc 1,5x10"° 2,2x10"° 0,15
2368 CD100-Fc 72.000 37.000 34

2408 CD100-Fc 338.400 80 0,12

Estos resultados muestran que la Biblioteca 10.1 proporcion6 una buena amplificacion en BSC1, recoleccion y
titulacion.

Ronda 2: Seleccion. Se produjo EEV de 10,1 + una nueva alicuota de las 9 cadenas ligeras al infectar células Hela
en un apilador de células en moi = 1 cada una durante 2 dias, y se recogié como se describié anteriormente. El virus
recogido se dividié por la mitad y se seleccioné el 50% en perlas de ProG y el 50% en perlas tosilactivadas
recubiertas con CD100.
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Ronda 2: seleccion de perlas ProG. EEV que expresa 2368-A56R (1 ml de virus (~5X10A° pfu)), EEV que expresa
2408-A56R (1 ml de virus (5X10° pfu)) y la biblioteca 10.1 (1 ml de virus (~5X10° pfu)) se usaron para la seleccion.
Se anadieron a las perlas Pro-G 600 pl de PBS + 18 pl de CD100-Fc (= 36 pg). La solucién se incubd a temperatura
ambiente durante 20 minutos (en un rotador) para permitir que CD100-Fc se uniera a las perlas de Proteina G. Las
perlas se lavaron y se resuspendieron como se describié anteriormente para la Ronda 1. Se afadieron 100 pl de
CD100-Fc/Pro G por muestra (~12 pg/ml de CD100-Fc) a las muestras de virus y se incubaron durante 2 horas a
temperatura ambiente. Los "No unido" y "Unido" fueron recopilados vy titulados. La biblioteca unida se amplificé en
BSC1 en T75 (la seleccion de la Ronda 2 se denomin6 "CD100 10.2/ProG"). Los resultados de la seleccion de la
Ronda 2 se muestran en la Tabla 13A. El virus unido se amplific6 en BSC1 en un matraz T175 durante 3 dias.

Ronda 2: seleccién de perlas tosilactivadas. El EEV que expresa los mismos anticuerpos 2408 (especificos de C35),
2368 (especificos de CD100) y la biblioteca 10 utilizados en la selecciéon de perlas de la Proteina G se usaron
anteriormente para la seleccién de perlas magnéticas tosilactivadas. Se conjugaron 100 ug de CD100 - His con
perlas magnéticas tosilactivas en PBS. La solucion se incubd a 37°C durante la noche y se bloque6 durante 1 hora a
37°C con PBS, FBS al 10%, BSA al 0,5%. Las perlas se lavaron 1 vez con DMEM, FBS al 10% y se resuspendieron
en 160 ul de DMEM suplementado con FBS al 10%. Se agregaron 50 ul de cada muestra de perlas a cada muestra
de virus y se incubaron a temperatura ambiente durante 2 horas. El virus no unido se recogié después de realizar 5
lavados estandar con 1 ml de PBS. Las perlas se retiraron del iman, se anadié 1 ml de DMEM suplementado con
2,5%, y las perlas se transfirieron a un nuevo tubo ("Unido"). Se titul6 "No unido" y "Unido". El virus unido se
amplifico en BSC1 en un matraz T175 durante 3 dias. Los resultados de la seleccion de la Ronda 2 se muestran en
la Tabla 13B.

Tabla 13A: Ronda 2 - Seleccién para CD100 Ab (seleccién de perlas de proteina G)

Virus Seleccion Titulacion - No unido Titulacion - Unido % Unidén
Biblioteca_10.1 Proteina G CD100-Fc 4.4x10" 67.000 0,15
2368 CD100-Fc 104.400 66.000 38,7
2408 CD100-Fc 240.000 80 0,03
Tabla 13B: Ronda 2 - Seleccién para CD100 Ab (seleccién de perlas tosilactivas)

Virus Seleccion Titulacion - No unido Titulacion - Unido % Union
Biblioteca_10.1 Tosilactiva CD100-His 2.4x10N 113.000 0,47
2368 CD100-His 56.400 106.000 34,4
2408 CD100-His 354.000 0 0

Estos resultados de la segunda ronda muestran que las bibliotecas 10.2/ProG y 10.2/Tosyl dieron buena
amplificacion en BSC1.

Ronda 3: Selecciones. Se realizé una tercera ronda de seleccién con los mismos métodos descritos anteriormente.
10.2/ProG fue seleccionado con CD100-Fc/ProG para la tercera ronda, y 10.2/Tosyl fue seleccionado con CD100-
His/Tosil para la tercera ronda. Se produjo EEV de 10,2/ProG + una nueva alicuota de las 9 cadenas ligeras al
infectar células Hela en un T175 en moi = 1 para el total del virus recombinante de la cadena pesada y una para el
total del virus recombinante de la cadena ligera durante 2 dias, y se recogié como se describié anteriormente. Se
produjo EEV de 10,2/Tosil+ una nueva alicuota de las 9 cadenas ligeras al infectar células Hela en un matraz T175
en moi = 1 para el total del virus recombinante de la cadena pesada y una para el total del virus recombinante de la
cadena ligera durante 2 dias, y se recogié como se describié anteriormente. La titulacién se muestra en la Tabla
14A-B.

Tabla 14A: Ronda 3 - Seleccién para CD100 Ab (seleccién de perlas de proteina G)

Virus Seleccion Titulacion - No unido Titulacion - Unido % Unidén
Biblioteca_10.2 Proteina G CD100-Fc 2.5x1077 364.000 1,44
2368 CD100-Fc 84.000 58.000 48,5
2408 CD100-Fc 99.600 0 0
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Tabla 13B: Ronda 3 - Seleccién para CD100 Ab (seleccién de perlas tosilactivas)

Virus Seleccion Titulacion - No unido Titulacion - Unido % Union
Biblioteca_10.2 Tosilactiva CD100-His 8.2x10° 6.100 0,074
2368 CD100-His 69.600 108.000 60,8
2408 CD100-His 121.000 0 0

La biblioteca unida se amplific6 en BSC1 en T75 (la seleccién de la Ronda 3 se denomin6 "CD100 10.3/ProG y
CD100 10.3/Tosil). Los resultados de la seleccion de la Ronda 3 se sometieron a pruebas de citometria de flujo.

En este experimento, una parte alicuota de las selecciones 10.3 se coinfectaron individualmente con cada cadena
ligera y luego se analizaron para determinar su union a CD100 y Her2. Las células de Hela se infectaron en moi = 1.
Después de una infeccion durante la noche, las células se recogieron y se tifieron para la unién a CD100 y la unién a
Her2 como control. Las células se tripsinizaron, se lavaron con buffer de flujo helado (FB 1XPBS, BSA al 0,5%,
EDTA 2 mM) y se detectaron con cada uno de los tres métodos de deteccion diferentes. En el cebador método de
deteccion (2 pasos), las células se incubaron durante 30 minutos con 10 pg/ml de huCD100-His en FB en hielo,
luego se lavaron con 2 ml de FB y se incubaron con 1:50 (2 ug/ml) de murino anti 6XHis-APC mezclado con 1:500
(2ug/mL) de FITC etiquetado con cabra Fab anti-humana en hielo durante 30 minutos. En el segundo y tercer
método de deteccion (precomplejado), se preincubaron 10ug/mL de hu CD100-His o 10ug/mL de huHer2-His con
1:50 (2ug/mL) de murino anti 6XHis-APC en FB en hielo durante 30 min, luego la mezcla se afadié a las células con
1:500 (2ug/mL) de GtFab anti huFab-FITC y se incubé durante 30 min en hielo. Después de la incubacién con
reactivos de deteccion, las células se lavaron 1 vez con 2 ml de FB, se reconstituyeron en paraformaldehido al 0,5%
y se incubaron en hielo durante 20 minutos. Se leyeron 20.000 eventos en FACS Canto. Los resultados se muestran
en las Figuras 16-22.

La tincién con citometria de flujo mostr6 que habia una poblacion positiva de células de union a CD100 en CD100
10.3/ProG y Tosil cuando se emparejaron con la mayoria de las cadenas ligeras. En particular, se observd una
poblacién extremadamente positiva cuando se coinfecté con L3-1.

Para aislar el VH especifico, las células Hela se infectaron por separado con 10.3/ProG o 10.3/tosil, y se
coinfectaron con L3-1. Después de una infeccion durante la noche, las células se recogieron y se tifieron para la
unién a CD 100 con un método precomplejado como se describié anteriormente. Luego, las células de union a
antigeno se aislaron por clasificacién celular. Después de la clasificacion, el virus se liberé de las células mediante
congelacién/descongelacién, y luego el virus se amplificé en las células BSC1. La muestra amplificada de las
cadenas EEV-VH aisladas se someti6 a pruebas para el enriquecimiento mediante un ensayo de flujo analitico. En
este ensayo, se coinfectd una parte alicuota de la muestra CD100 10.3 clasificada amplificada con la cadena ligera
L3-1 y luego se sometié a pruebas la unién a CD100 y Her2 con el método de 2 pasos precomplejado descrito
anteriormente. Los resultados se muestran en las Figuras 23-25.

Después de la amplificacion, se recolecté el virus y se extrajo el ADN de una parte alicuota del virus con un mini kit
de ADN en sangre Qiagen (cat # 51104). El ADN purificado se amplific6 por PCR con cebadores especificos de
cadena pesada 428; 5-GATATATTAAAGTCGAATAAAGTG-3° (SEQ ID NO. 31) y 430; 5-
GACATCACATAGTTTAGTTGC-3' (SEQ ID NO. 32). El resultado del producto PCR se clon6 en un vector
plasmidico que contenia IgG1 humana de longitud completa secretada (EFVH) y luego se secuencié el gen V
contenido en las colonias resultantes. En la Tabla 15 se muestra un resumen de los resultados de secuenciacién.
Después de la secuenciacion de 188 clones de 10.3/ProG, se identificaron 44 clones Unicos, y después de la
secuenciacion de 188 clones de 10.3/toisl, se identificaron 46 clones Unicos.

Tabla 15: Resumen de clones Unicos

Cribado Clones secuenciados secuencias unicas unidos por ELISA
10.3/ProG 188 44 56,8%
10.3/tosil 188 46 60,9%

El ADN plasmidico para cada cadena pesada Unica se cotransfecté junto con un vector plasmidico que codifica VL3-
1 en células CHO mediante Lipofectamina 2000 durante 3 dias, y luego el anticuerpo contenido en el medio se
analiz6 para determinar la especificidad de CD100 por citometria de flujo en CD100 + células Jurkat y por ELISA
(Figuras 26 y 27A-B, respectivamente). Para el ensayo de citometria de flujo, el anticuerpo experimental se
preincubé en 1 ug/ml con 1:400 o [2,5 g/ml] Gt anti Hu Fc-Dylight 649 secundario en buffer de flujo (1XPBS, BSA al
0,5%, EDTA 2 mM). Las células Jurkat se sembraron a razén de 250.000 células por pocillo en una placa de 96
pocillos y se incubaron con un complejo de Ab preformado durante 30 minutos en hielo. Las células se lavaron luego
2 veces con 200 pl de buffer de flujo y se incubaron durante 20 minutos con paraformaldehido al 0,5% con 1 vez de
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yoduro de propidio (Pl). Se leyeron 10.000 eventos en FACS Canto sincronizados en la poblacion de células vivas.
En total, se demostré que al menos 75 anticuerpos Unicos eran especificos para CD100 mediante ELISA o
citometria de flujo.

Ejemplo 12
Cribado de la biblioteca de proteinas de fusion CH1-A56R para la seleccion de anticuerpos Her2

Una biblioteca de cadena pesada compuesta por aproximadamente 3.000.000 de clones que contienen una
combinacion de VH ingenuos y secuencias sintéticas de VH se produjo en el vector A56R-Fab como una fusion con
IRES-Neomicina. Para producir vaccinias que expresan la biblioteca de Ig en la superficie de EEV, la biblioteca de
fusién A56R (también denominada "biblioteca 9") se coinfect6 con una liblioteca de clones de cadena ligera Kappa
1.000 que contiene un gen resistente a higromicina en células Hela 5X10"°. La biblioteca de cadena ligera
comprendia secuencia VK aisladas de médula 6sea humana (sin tratar). El moi total de virus de cadena pesada fue
1, y el moi total de virus de cadena ligera fue 1.

Se infectaron células Hela-S que crecian en suspension durante 2 dias, después de lo cual se recogio el
sobrenadante, se sediment6 con giros de baja velocidad 2 veces y se sedimenté EEV a 13.000 RPM durante 1 hora
en un rotor F16/F250. EEV se resuspendié en 3 ml de DMEM suplementado con FBS al 10%, y se us6 1 ml para
seleccionar los anticuerpos especificos de Her2/neu.

Ronda 1: Seleccion. La biblioteca 9 se usé para esta seleccién. Primero, se afiadieron a 600 ul de Protein G 100 pl
de PBS + 24 pg de Her2-Fc. La solucion se incub6 a temperatura ambiente durante 20 minutos (en un rotador) para
permitir que Her2-Fc se uniera a las perlas de Proteina G. Las perlas se extrajeron con un iman, se lavaron 1 vez
con 1 ml de PBS y se resuspendieron en 400 pl de DMEM suplementado con un 10% FBS.

Posteriormente, se afiadieron 100 ul de Her2-Fc/Pro G (~6ug/ml de Her2-Fc) a 1 ml de la Biblioteca 9 y se incubaron
durante 2 horas a temperatura ambiente. Se afiadié una cantidad similar de perlas al control positivo MAb 8000 EEV
y al control negativo MAb 2408 EEV. Se retiraron las perlas y se recogié el virus No unido en 5 lavados estandar con
1 ml de PBS. Las perlas se retiraron del iman y se afiadi6 1 ml de DMEM suplementado con FBS al 2,5% y la
solucion se transfirié un nuevo tubo ("Unido"). Se titulé6 "No unido" y "Unido" (ver Tabla 16). Las perlas recuperadas
de la biblioteca unida se amplificaron en BSC1 en tres matraces T175 en la presencia de 1mg/ml G418. Esta
amplificacion se selecciond para virus de cadena pesada recombinante. (La seleccidén de la ronda 1 se denomin6
"Her.9.1").

Tabla 16: Ronda 1: Seleccion para Her2 Ab

Virus Seleccion Titulacion - No unido Titulacion - Unido % Unién
Biblioteca 9 Her2-Fc 1,4x 1079 4,6 x 106 0,32
2408 Her2-Fc 1,2x10%5 180 0,14
8000 Her2-Fc 3x 1075 7,2x10M 19,3

Ronda 2: Seleccion. Se tituld6 Her.9.1 amplificado y se realizdé una segunda ronda de seleccion coinfectando el VH
Her.9.1 y una alicuota nueva de la biblioteca VK1000 en células Hela en 2 apiladores de células durante 2 dias. El
virus se recolectd como se describié anteriormente y se realizé un ciclo adicional de seleccion de Her2-Fc/ProG
mediante los métodos descritos anteriormente. El 50% del virus unido se amplific6 en BSC1 en dos matraces T175
con 1 mg/ml de G418 (para seleccionar las cadenas pesadas) y el 50% del virus unido se amplific6 en BSC1 en dos
matraces T175 con 0,030 mg/ml de Higro (para seleccionar para cadenas ligeras). Los resultados de titulacién se
muestran en la Tabla 17. Los virus amplificados se denominaron Her.9.2/VH y Her 9.2/VK.

Tabla 17: Ronda 2: Seleccién para Her2 Ab

Virus Seleccion Titulacion - No unido Titulacion - Unido % Union
Her2 9.Rd1 +VK Her2-Fc 1,76 x 10"8 1,9 x 1075 0,1
2408 Her2-Fc 1,4 x 10”5 80 0,1
8000 Her2-Fc 3,3 x10%5 6,2 x 1074 16

Ronda 3: Seleccion. Her.9.2/VH y Her 9.2/VK amplificados se titularon, se coinfectaron en células Hela en un
apilador de células durante 2 dias, EEV se purific6 como se describi6 anteriormente y se realiz6 un ciclo adicional de
seleccion de Her2-Fc/ProG mediante los métodos descritos anteriormente.
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El 50% del virus unido se amplificé en BSC1 en un matraz T175 con 1 mg/ml de G418 (para seleccionar las cadenas
pesadas) y el 50% del virus unido se amplific6 en BSC1 en un matraz T175 con 0,030 mg/ml de Higro (para
seleccionar las cadenas ligeras). Los virus amplificados se denominaron Her.9.3/VH y Her 9.3/VK.

La seleccién de anticuerpos especificos contra Her2 en Her.9.3/VH y Her 9.3/VK se sometié a pruebas de citometria
de flujo. Las células Hela se coinfectaron a moi = 1 con Her9.3/VH y Her9.3/VK durante la noche, y luego se tifieron
para unirse a Her2, con la ausencia de unién a un antigeno de control (C35). En este experimento, se incubaron 3
pg/ml de C35-His o 6ug/ml de Her2-His con anticuerpo anti-His-APC durante 30 minutos en hielo para formar
complejos. Se anadi6é anti-Fab-FITC y los complejos Antigen-anti-His se afadieron a las células durante 30 minutos
en hielo. Las células se lavaron luego con 2 ml de PBS, BSA al 0,5%, EDTA 2 nM. Las células se fijaron y se realizd
un ensayo de citometria de flujo. Los datos mostraron enriquecimiento tanto de VH como de VK.

Para enriquecer aun mas, se infectaron células Hela nuevas con 9.3VH y VK a moi = 1 cada una, las células se
tiieron como se describi6é anteriormente y luego se clasificaron las células de unién al antigeno. El virus se liber6 de
las células clasificadas mediante tres ciclos de congelacion/descongelacion y luego el 50% del virus se amplificé en
BSC1 en un matraz T75 con 1 mg/ml de G418 (para seleccionar las cadenas pesadas) y el 50% del virus se
amplifico en BSC1 en un matraz T75 con 0,030 mg/ml de Higro (para seleccionar las cadenas ligeras). Los virus
amplificados se titularon y denominaron Her.9.3/VH/Clasificado y Her 9.3/VK/Clasificado.

La seleccion de anticuerpos especificos contra Her2 en Her.9.3/VH/Clasificado y Her 9.3/VK/Clasificado se sometid
a pruebas de citometria de flujo. Las células Hela se coinfectaron a moi = 1 con Her9.3/VH/Clasificado y
Her9.3/VK/Clasificado durante la noche, y luego se tifieron para unirse a Her2, con la ausencia de unién a un
antigeno de control (C35). En este experimento, se incubaron 3 pg/ml de C35-His o 6ug/ml de Her2-His con
anticuerpo anti-His-APC durante 30 minutos en hielo para formar complejos. Se anadio anti-Fab-FITC y los
complejos Antigen-anti-His se afiadieron a las células durante 30 minutos en hielo. Las células se lavaron luego con
2 ml de PBS, BSA al 0,5%, EDTA 2 nM. Las células se fijaron y se realizd un ensayo de citometria de flujo. Los
datos mostraron enriquecimiento tanto de VH como de VK.

Con el fin de fijar el emparejamiento especifico antigeno de VH y VK, Her.9.3/VH/Clasificado y Her
9.3/VK/Clasificado se coinfectaron en células Hela a moi = 0,1 cada una, y luego se tifieron como se describid
anteriormente para la unién Her2. Las células se clasificaron nuevamente, pero esta vez las células infectadas
individuales se clasificaron en pocillos individuales en una placa de 96 pocillos. Cada célula clasificada de unién a
antigeno debe contener un par especifico de antigeno fijo de VH especifico con VK especifico. Después de la
clasificacion, las células se sometieron a congelacién/descongelacion, y luego el virus se amplificé en BSC1 en una
placa de 96 pocillos, y el virus de una célula se amplificé en un pocillo receptor. Después de 5 dias, las placas se
sometieron a congelacién/descongelacion, y luego se infecté una alicuota de virus en cada pocillo en células Hela en
una placa de 96 pocillos. El virus en cada pocillo debe contener una mezcla de VH y VK, y la infeccion de las células
Hela debe dar como resultado la expresion de IgG de superficie y la unién del antigeno. Después de una infeccion
durante la noche, las células se recogieron y se tifieron para la unién a Her2 como se describié anteriormente
(Figura 28).

Después del cribado de la placa 1 se identificaron 26 clones especificos. Las pruebas repetidas de estos clones
demostraron que se unen a Her2, pero no a C35 mediante citometria de flujo. En la Figura 29A-C se muestran tres
clones representativos (D5, D8 y H2). Luego se extrajo ADN de los virus, y los genes VH y VK contenidos en estos
virus se amplificaron por PCR con cebadores especificos de VH y VK y se clonaron en vectores de expresion de
mamiferos para que se expresaran como IgG1 de longitud completa y Kappa de longitud completa. Se determinaron
las secuencias de los genes VH y VK. Por secuenciacion, estos 26 clones contenian 15 anticuerpos Unicos. Estos
anticuerpos se expresaron luego en células CHO mediante cotransfeccion de los plasmidos de expresién IgG y
Kappa, y el anticuerpo se recogié del sobrenadante celular después de 3 dias. El anticuerpo se cuantificé mediante
ELISA y luego se analiz6 la especificidad mediante ELISA y la citometria de flujo en células SKBR3 (Her2 +++). Los
datos representativos de anticuerpos que tienen especificidad por ELISA y citometria de flujo se muestran en las
Figuras 30 y 31, respectivamente.

La repeticion de la clasificacion de células individuales y la seleccion de clones adicionales de conformidad con los
métodos de la presente dio como resultado la identificacion de nuevos anticuerpos anti-Her2 adicionales.

La presente invencién no esta limitada en su alcance por las realizaciones especificas descritas que pretenden ser
ilustraciones individuales de aspectos particulares de la invencién. De hecho, diversas modificaciones de la
invencion, ademas de las mostradas y descritas en el presente documento, seran evidentes para los expertos en la
técnica a partir de la descripcidn anterior y los dibujos adjuntos.
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Listado de secuencias
<110> VACCINEX, INC.

<120> PROTEINAS DE FUSION PARA FACILITAR LA SELECCION DE CEL[JLAS INFECTADAS CON
VIRUS VACCINIA RECOMBINANTE DE GEN DE INMUNOGLOBULINA ESPECIFICA

10

15

20

<130> 1843.071PC02/EJH/BNC

<140> Para ser asignado

<141> Con la presente

<150> Estados Unidos 13/844.388
<151> 2013-03-15

<150> Estados Unidos 61/732.776
<151>03/12/2012

<150> Estados Unidos 61/639.046
<151> 26/04/2012

<160> 32

<170> PatentIn versién 3.5

<210> 1
<211> 1416
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> plasmido transferencia pJEM1

Zﬂzﬁ;atgaa aataaataca aaggttcttg agggttgtgt taaattgaaa gcgagaaata 60
atcataaatt ccatgggatg gagetgtate atcctettet tggtagecaac agetacagge 120
gogcactceog agatccaget ggtgcagage ggeccectgage tgaagcagcc tggegagacce 180
gtgaggatca gctgcaaggc cagcggctac accttcacca actacggcat gaactgggtg 240
aagcaggccece ctggcaaggg cctgaagtgg atgggectgga tcaacaccta caccggegag 300
cctacctacg ccgecgactt caagaggagg ttcaccttca geccoctggagac cagegecage 360
accgcctace tgcagatcag caacctgaag aacgacgaca ccgecaccta cttcectgegeco 420
aagtaccctc actactacgg cagcagceccac tggtactteg acgtgtgggg cgecggeacce 480
acggtcaccg tctectcage ctceccaccaag ggcccatcgg tctteccect ggcaccectceco 540
teccaagagea ccotetggggg cacageggece ctgggetgee tggtcaagga ctactteccco 600
gaaccggtga cggtgtcgtg gaactcaggce gccctgacca gcggcgtgca caccttcceg 660
getgtoctace agtcctcagg actctactee ctecageageg tegtgacegt gecctocage 720
agettgggea cocagacceta catctgeaac gtgaatcaca ageccagcaa caccaaggtg 780
gacaagaaag ttacatcaac tacaaatgac actgataaag tagattatga agaatactcce 840
acagagttga ttgtaaatac agatagtgaa tcgactatag acataatact atctggatcet 900

39



10

15

acacattcac
teggtatteog
accgtcacat
acagacgaga
tcatacacta
gcggatcttt
agtacaacct
gcattaatta

cgttcacgta

<210>2
<211> 446
<212> ADN

cggaaactag
aaatogogac
acactagtga
ctccggaacco
cagtaagtac
atgatacgta
ctattagcaa
tattgtecgge

aatacaaaac

<213> Secuencia artificial

<220>
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ttctaagaaa
toecggaacca
tagecattaat
aattactgat
atcatctgga
caatgataat
ttataaaacc
cgtggcaatt

agagaacaaa

<223> plasmido transferencia pVKE

<400> 2

ggccaaaaat
tatcatccte
ctgtggctge
ctgecotaotgt
aggtggataa
aggacagcac
acaaagtcta

tcaacagggg

<210> 3
<211> 455
<212> ADN

tgaaaaacta
ttcttggtag
accatctgtc
tgtgtgeetg
cgccctecaa
ctacagecte
cgcctgegaa

agagtgttag

<213> Secuencia artificial

<220>

gatctattta
caacagctac
tteatcttee
ctgaataact
tcgggtaact
agcagcacec
gtcaccecatce

gtegac

<223> plasmido transferencia pVLE

<400> 3

ggccaaaaat
tatcatcecte
tcctacgaac

aatctggaac

tgaaaaacta
ttettggtag
tgtggctgea

tgcctetgtt

gatctattta
caacagctac
ccatctgtet

gtgtgcetge

cctgattata
attactgata
acagtaagtg
aaagaagatc
attgtcacta
gatacagtac
aaggactttg
ttetgtatta

gtectag

ttgcacgegg
aggcgtgeac
cgccatctga
tcetatececcag
cccaggagag
tgacgetgag

agggectgag

ttgcacgcegg
aggegtgeac
tcatcttece

tgaataactt

40

tagataattc
atgtagaaga
catcatatgg
atacagttac
ctaaatcaac
caccaactac
tagaaatatt

catattatat

ccgceccatgg
ttgactcgag
tgagcagttg
agaggccaaa
tgtcacagag
caaagcagac

ctegeeegte

ccgeccatgg
ttgactegag
gccatctgat

ctatcccaga

taattgecteg
tcatacagac
agaatccaca
agacactgtc
caccgatgat
tgtaggcggt
tggtattace

atataataaa

gatggagctg
atcaaacgaa
aaatctggaa
gtacagtgga
caggacagca
tacgagaaac

acaaagagct

gatggagctg
aagcttaceg
gagcagttga

gaggccaaag

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1416

&0

120

180

240

300

360

420

446

60

120

180

240
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tacagtggaa ggtggataac gccctccaat cgggtaactce ccaggagagt gtcacagage

aggacagcaa ggacagcacc tacagectca gcagcaccct gacgctgage aaagcagact

acgagaaaca caaagtctac goctgcogaag tcacccatca gggectgage togcocogtca

caaagagctt caacagggga gagtgttagg tcgac

<210>4

<211>29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador 5' huCy1-5B:

<400> 4
attaggatcc ggtcaccgte tectcagee

<210>5

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador 3' huCy1-3S

<400> 5
attagtcgac tcatttaccg gagacaggga gag

<210>6

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CH1(F):

<400> 6
caagggaccc tggtcaccgt ctectcagece tee

<210>7

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CH1(R):

<400>7
aactttcttg tccaccttgg tgttg 25

<210>8

<211> 51

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> A56R(F):

29

33

33

41

300

360

429

455
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caacaccaag gtggacaaga aagttacatc aactacaaat gacactgata g 51

<210>9
<211> 40
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> A56R(R):

<400>9

tatagtcgac ctagactttg ttctctgttt tgtatttacg

<210> 10
<211> 1266
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

40

<223> VH (H2124)-CH1-A56R Proteina de Fusion de Producto Fab

<400> 10
caggtgcage

acctgcgcectg
cccccaggga
aacccatcte
ctgaagctga
accgggtttg
ggecccategg
ctgggetgec
gcecctgacea
ctcagcageg
gtgaatcaca
actgataaag
tagactatag
cctgattata
attactgata
acagtaagtg
aaagaagatc
attgtcacta
gatacagtac
aaggactttg
ttctgtatta

gtctag

tgcagcagtg
tctatggeta
aggggctgga
tcaaaaatag
gectetgtgac
cttactgggg
tetteoceect
tggtcaagga
geggegtgea
tegtgacegt
agcccagcaa
tagattatga
acataatact
tagataattc
atgtagaaga
catcatetgg
atacagttac
ctaaatcaac
caccaactac
tagaaatatt

catattatat

gggcgcagga
ctccatcacc
gtggattggy
ggtcacaatce
cgccgocgac
ccaagggacc
ggcacectee
ctactteccec
cacctteceg
gecckteocage
caccaaggtg
agaatactec
atctggatcet
taattgctceg
tcatacagac
agaatccaca
agacactgtc
caccgatgat
tgtaggcggt
tggtattacc

atataataaa

ctgctgaage
agcggctatt
tacatcaget
agcagagaca
acecgetgtgt
ctggtcacceg
tccaagagea
gaaccggtga
gotgtectac
agcttgggca
gacaagaaag
acagagttga
acacattcac
tcggtatteg
accgteacat
acagacgaga
tcatacacta
geggatcottt
agtacaacct
gcattaatta

cgttcacgta

42

ctagcgagac
tctggaactg
acgacggcag
cctocaagaa
attactgtge
tctecteoage
cctetggggg
cggtgtegtg
agtecctecagg
cccagaccta
ttacatcaac
ttgtaaatac
cggaaactag
aaatcgcgac
acactagtga
cteceggaace
cagtaagtac
atgatacgta
ctattagcaa
tattgtegge

aatacaaaac

cctgteeccte
gatccgcecag
cagcaactcc
ccagtteteoce
cagaggaact
ctccaccaag
cacageggcec
gaactcaggc
actctactee
catctgeaac
tacaaatgac
agatagtgaa
ttctaagaaa
tccggaacca
tagcattaat
aattactgat
atcatctgga
caatgataat
ttataaaacc
cgtggecaatt

agagaacaaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960

1020
1080
1140
1200
1260

1266



<210> 11

<211> 421

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> VH (H2124)-CH1-A56R Proteina de Fusion de Producto Fab

<400> 11

Gln

1

Thr

Tyr

Ile

Lys

65

Leu

Ala

Thr

Pro

val

145

Ala

Val

Leu

Phe

Gly

50

Asn

Lys

Arg

val

Ser

130

Lys

Leu

Gln

Ser

Trp

35

Tyr

Arg

Leu

Gly

Ser

115

Ser

Asp

Thr

Leu

Leu

20

Asn

Ile

Val

Ser

Thr

100

Ser

Lys

Tyr

Ser

Gln

Thr

Trp

Ser

Thr

Ser

85

Thr

Ala

Ser

Phe

Gly
165

Gln

Cys

Ile

Tyr

Ile

70

val

Gly

Ser

Thr

Pro

150

Val

Trp

Ala

Arg

Asp

55

Ser

Thr

Phe

Thr

Ser

135

Glu

His

ES 2725673 T3

Gly

val

Gln

40

Gly

Arg

Ala

Ala

Lys

120

Gly

Pro

Thr

Ala

Tyr

25

Pro

Ser

Asp

Ala

Tyr

105

Gly

Gly

val

Phe

Gly

10

Gly

Pro

Ser

Thr

Asp

20

Trp

Pro

Thr

Thr

Pro
170

43

Leu

Tyr

Gly

Asn

Ser

75

Thr

Gly

Ser

Ala

Val

155

Ala

Leu

Ser

Lys

Ser

60

Lys

Ala

Gln

val

Ala

140

Ser

Val

Lys

Ile

Gly

45

Asn

Asn

val

Gly

Phe

125

Leu

Trp

Leu

Pro

Thr

Leu

Pro

Gln

Tyr

Thr

110

Pro

Gly

Asn

Gln

Ser

15

Ser

Glu

Ser

Phe

Tyr

95

Leu

Leu

Cys

Ser

Ser
175

Glu

Gly

Trp

Leu

Ser

80

Cys

Vval

Ala

Leu

Gly

160

Ser
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Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr
180 185

Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn
195 200

Lys Val Asp Lys Lys Val Thr Ser Thr Thr
210 215

Asp Tyr Glu Glu Tyr Ser Thr Glu Leu Ile
225 230

Ser Thr Ile Asp Ile Ile Leu Ser Gly Ser
245 250

Ser Ser Lys Lys Pro Asp Tyr Ile Asp Asn
260 265

Phe Glu Ile Ala Thr Pro Glu Pro Ile Thr
275 280

Thr Asp Thr Val Thr Tyr Thr Ser Asp Ser
290 255

Ser Ser Gly Glu Ser Thr Thr Asp Glu Thr
305 310

Lys Glu Asp His Thr val Thr Asp Thr val
325 330

Thr Ser Ser Gly Ile Val Thr Thr Lys Ser
340 345

Leu Tyr Asp Thr Tyr Asn Asp Asn Asp Thr
355 360

Gly Gly Ser Thr Thr Ser Ile Ser Asn Tyr
370 375

Glu Ile Phe Gly Ile Thr Ala Leu Ile Ile
385 390

Phe Cys Ile Thr Tyr Tyr Ile Tyr Asn Lys
405 410

Thr Glu Asn Lys Val
420

<210> 12

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sentido cebador VH 3

44

Val

His

Asn

val

235

Thr

Ser

Asp

Ile

Pro

315

Ser

Thr

Val

Lys

Leu

395

Arg

Pro

Lys

Asp

220

Asn

His

Asn

Asn

Asn

300

Glu

Tyr

Thr

Pro

Thr

380

Ser

Ser

Ser

Pro

205

Thr

Thr

Ser

Cys

vVal

285

Thr

Pro

Thr

Asp

Pro

365

Lys

Ala

Arg

Ser

190

Ser

Asp

Asp

Pro

Ser

270

Glu

Val

Ile

Thr

Asp

350

Thr

Asp

Val

Lys

Ser

Asn

Lys

Ser

Glu

255

Ser

Asp

Ser

Thr

val

335

Ala

Thr

Phe

4Ala

Tyr
415

Leu

Thr

Val

Glu

240

Thr

Val

His

Ala

Asp

320

Ser

Asp

Val

Val

Tle

400
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<400> 12
aatatgcgeg cactccgagg tgcagetggt ggagtetgg 39

<210> 13

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sentido cebador VH 3a

<400> 13
aatatgcgeg cactccgagg tgcagcetgtt ggagtctgg 39

<210> 14

<211>29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Antisentido cebador JH 1

<400> 14
gagacggtga ccagggtgce ctggeccca 29

<210> 15

<211>29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Antisentido cebador JH 2

<400> 15
gagacggtga ccagggtgec acggeccca 29

<210> 16

<211>29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Antisentido cebador JH 3

<400> 16
gagacggtga ccattgtccc ttggcccca 29

<210> 17

<211>29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Antisentido cebador JH 4/5

<400> 17
gagacggtga ccagggttcc ctggcccca 29

<210> 18
<211> 29

45



10

15

20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Antisentido cebador JH 6

<400> 18
gagacggtga ccgtggtece tiggeecca

<210> 19

<211> 113

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cadena pesada variable

<400> 19

Glu val Gln Leu Val Glu Ser

1 5

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala

20

Tyr Leu Ser Trp Ile Arg Gln

35

Ser Tyr Ile Ser Ser Tyr Ser

50 55

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser

65 70

Leu Gln Met Asn Asn Leu Arg

85

Ala Arg Ala Gly Ser Tyr Tyr

100

Thr

<210> 20

<211>121

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> clon Her2 B10

ES 2725673 T3

29

Gly

Ala

Ala

40

Arg

Arg

Val

Gly

Gly

Ser

25

Pro

Tyr

Asp

Glu

Tyr
105

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

20

Trp

46

Leu

Phe

Lys

Asn

Thr

75

Thr

Gly

Vval

Ile

Gly

Tyr

60

Arg

Ala

Gln

Lys

Phe

Pro

45

Ala

Asn

Val

Gly

Pro

Thr

30

Glu

Asp

Ser

Tyr

Thr
110

Gly

15

Asp

Trp

Ser

Ile

Tyr

95

Leu

Gly

Tyr

Leu

val

Tyr

80

Cys

val



10

15

20

25

ES 2725673 T3

<400> 20
Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly
1 5 10

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly
20 25

Ala Leu Ser Trp Val Arg Gln Ala Prc Gly

Ser Ala Ile Ser Pro Asp Gly Asp Tyr TIle
50 55

Lys Gly Arg Phe Ile Phe Ser Arg Asp Asn
65 70

Leu Gln Met Thr Ser Leu Gly aAla Glu Asp
85 90

Ala Arg Gln Asn Asn Val Arg Asp Gly Ala
100 105

His Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr
115 120

<210> 21

<211> 51

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> A56R(F2)

<400> 21

caacaccaag gtggacaaga aagttaccac cgatgatgcg gatctttatg a

<210> 22

<211> 50

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CH1 (R2):

<400> 22
acaaaagtat tggtaatcgt gtcataactt tcttgtccac cttggtgttg

<210> 23

<211> 51

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> A56R(R2):

<400> 23

tcataaagat ccgcatcatc ggtggtttta cccggagaca gggagaggct ¢

47

Phe

Phe

Arg

Tyr

Ser

75

Thr

val

Vval Gln

Ala Phe

Gly Leu

Tyr Ala

60

Arg Asn

Ala Leu

Ala Gly

50

51

Pro

Gly
15

Asn Asn

30

Lys

Asp

Met

Tyr

Pro
110

51

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Leu

Gly

Tyr

val

Vval

Ser

80

Cys

Asp



10

15

20

25

30

ES 2725673 T3

<210> 24

<211> 51

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> A56R(F3):

<400> 24
gagcctctee ctgteteegg gtaaaaccac cgatgatgeg gatctttatg a

<210> 25

<211> 50

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> A56R(R3):

<400> 25
tatcagtgtc atttgtagtt gatgttttac ccggagacag ggagaggetc

<210> 26

<211> 50

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> A56R (F4):

<400> 26
gagcctctec ctgtctccgg gtaaaacatc aactacaaat gacactgata

<210> 27

<211> 1566

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccién TR VH (H2124)-1gG-A56R

48

51

50

50



<400> 27

ES 2725673 T3

caggtgcagc tgcagcagtg gggcgcagga ctgctgaagce ctagcgagac cctgtcectc
tctatggeta ctccatcace agecggcectatt

acctgcgctg
cceccaggga
aacccatctc
ctgaagctga
accgggtttg
ggeccatoegg
ctgggetgee
gccoctgacea
ctecageageg
gtgaatcaca
aaaactcaca
ctetteccce
gtggtggtgg
gtggaggtgc
gtggtcagcyg
aaggtctcoca
cagcoccgag
caggtcagcc
gagagcaatg
ggctcecttet
gtetteteat
tcecetgtete
gatacagtac
aaggactttyg
ttotgtatta

gtetag

<210> 28
<211> 521
<212> PRT

aggggctgga

tcaaaaatag
gectetgtgac
cttactgggg
tetteoecect
tggtcaagga
geggegtgea
tegtgacegt
agcccagcoaa
catgcccace
caaaacccaa
acgtgageca
ataatgccaa
tcectecaccgt
acaaageect
aaccacaggt
tgacctgcct
ggcagccgga
tectctacag
gctecegtgat
cgggtaaaac
caccaactac
tagaaatatt

catattatat

<213> Secuencia artificial

<220>

gtggattggg

ggtcacaatc
cgccgeccgac
ccaagggace
ggcacccteoe
ctacttecce
caccttaceyg
gecctecage
caccaaggty
gtgcccagea
ggacacccte
cgaagaccct
gacaaagccyg
cctgcaccag
cocageoccee
gtacaccctyg
ggtcaaaggc
gaacaactac
caagcteacce
gcatgaggcect
caccgatgat
tgtaggeggt
tggtattace

atataataaa

tacatcagct
agcagagaca
accgetgtgt
ctggtcaccg
tocaagagca
gaaccggtga
gctgteoctac
agettgggca
gacaagaaag
cctgaactcee
atgatctecce
gaggtcaagt
cgggaggagec
gactggctga
atcgagaaaa
cocceateoce
ttctatccca
aagaccacgc
gtggacaaga
ctgcacaacc
geggatettt
agtacaacct
gcattaatta

cgttcacgta

<223> Construccién TR VH (H2124)-1gG-A56R

49

tctggaactg
acgacggcad
cctccaagaa
attactgtge
tctectecage
cctetggggg
cggtgtegtyg
agtectcagg
cccagacceta
ttgageccaa
tggggggacc
ggaccectga
tcaactggta
agtacaacag
atggcaagga
ccatctccaa
gggatgagct
gcgacatcge
cteocecegtget
gcaggtggca
actacacgca
atgatacgta
ctattagcaa
tattgtegge

aatacaaaac

60

gatccgecag
cagcaactcc
ccagttctce
cagaggaact
ctcocaccaag
cacagcggec
gaactcagge
actetactece
catetgeaac
atcttgtgac
gtcagtctte
ggtcacatge
cgtggacgge
cacgtaccgt
gtacaagtgce
agccaaaggyg
gaccaagaac
cgtggagtgg
ggactececgac
gcaggggaac
gaagagccte
caatgataat
ttataaaace
cgtggeaatt

agagaacaaa

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

9200

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1566



<400> 28

Gln

1

Thr

Tyr

Ile

Lys

65

Leu

Ala

Thr

Pro

val

145

Ala

Gly

Gly

Lys

Cys

225

Leu

val

Leu

Phe

Cly

50

Asn

Lys

Arg

Val

Ser

130

Lys

Leu

Leu

Thr

val

210

Pro

Phe

Gln

Ser

35

Tyr

Arg

Leu

Gly

Ser

115

Ser

Asp

Thr

Tyr

Gln

195

Asp

Pro

Pro

Leu

Leu

20

Asn

Ile

val

Ser

Thr

100

Ser

Lys

Tyr

Ser

Ser

180

Thr

Ly=s

Cys

Pro

Gln

Thr

Trp

Ser

Thr

Ser

85

Thr

Ala

Ser

Phe

Gly

165

Leu

Tyr

Lys

Pro

Lys
245

Gln

Cys

Ile

Tyr

Ile

70

Val

Gly

Ser

Thr

Pro

150

val

Ser

Ile

Val

Ala

230

Pro

Trp

Ala

Arg

Asp

55

Ser

Thr

Phe

Thr

Ser

135

Glu

His

Ser

Cys

Glu

215

Pro

Lys

ES 2725673 T3

Gly

val

Gln

40

Gly

Arg

Ala

Ala

Lys

120

Gly

Pro

Thr

Val

Asn

200

Pro

Glu

Agp

Ala

Tyr

25

Pro

Ser

Asp

Ala

Tyr

105

Gly

Gly

val

Phe

Val

185

Val

Lys

Leu

Thr

Gly

10

Gly

Pro

Ser

Thr

Asp

20

Trp

Pro

Thr

Thr

Pro

170

Thr

Asn

Ser

Leu

Leu
250

50

Leu

Tyr

Gly

Asn

Ser

75

Thr

Gly

Sexr

Ala

val

155

Ala

Val

His

Cys

Gly

235

Met

Len

Ser

Lys

Ser

60

Lys

Ala

Gln

Val

Ala

140

Ser

val

Pro

Lys

Asp

220

Gly

Ile

Lys

Ile

Gly

45

Asn

Asn

vVal

Gly

Phe

125

Leu

Trp

Leu

Ser

Pro

205

Lys

Pro

Ser

Pro

Thr

30

Leu

Pro

Gln

Tyr

Thr

110

Pro

Gly

Asn

Gln

Ser

190

Ser

Thr

Ser

Arg

Ser

15

Ser

Glu

Ser

Phe

Tyr

95

Leu

Leu

Cys

Ser

Ser

175

Ser

Asn

His

Val

Thr
255

Glu

Gly

Trp

Leu

Ser

80

Cys

Val

Ala

Leu

Gly

160

Ser

Leu

Thr

Thr

Phe

240

Pro



Glu

Lys

Lys

Leu

305

Lys

Lys

Ser

Lys

Gln

385

Gly

Gln

Asn

Asp

Pro

465

Lys

ala

val

Phe

Pro

290

Thr

val

Ala

Arg

Gly

370

Pra

Ser

Gln

His

Asp

450

Thr

Asp

val

Thr

Asn

275

Arg

val

Ser

Lys

Asp

355

Phe

Glu

Phe

Gly

Tyr

435

Ala

Thr

Phe

Ala

Cys

260

Trp

Glu

Leu

Asn

Gly

340

Glu

Tyr

Asgsn

Phe

Asn

420

Thr

Asp

Val

Val

Ile
500

val

Tyr

Glu

Hisg

Lys

325

Gln

Leu

Pro

Asn

Leu

405

val

Gln

Leu

Gly

Glu

485

Phe

val

Val

Gln

Gln

310

Ala

Pro

Thr

Ser

Tyr

390

Tyr

Fhe

Lys

Tyr

Gly

470

Ile

Cys

Val

Asp

Tyr

295

Asp

Leu

Arg

Lys

Asp

375

Lys

Ser

Ser

Ser

Asp

455

Ser

Phe

Ile

ES 2725673 T3

Asp

Gly

280

Asn

Trp

Pro

Glu

Asn

360

Ile

Thr

Lys

Cys

Leu

440

Thr

Thr

Gly

Thr

val

265

Val

Ser

Leu

Ala

Pro

345

Gln

Ala

Thr

Leu

Ser

425

Ser

Tyr

Thr

Ile

Tyr
505

Ser

Glu

Thr

Asn

Preo

330

Gln

Val

Val

Pro

Thr

410

Val

Leu

Asn

Ser

Thr

490

Iyr

Arg Lys Tyr Lys Thr Glu Asn Lys Val
515

<210> 29
<211> 1962
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

520

51

His

Val

Tyx

Gly

315

Ile

Val

Ser

Glu

Pro

395

val

Met

Ser

Asp

Ile

475

Ala

Ile

Glu

His

Arg

300

Lys

Glu

Tyr

Leu

Trp

380

val

Asp

His

Pro

Asgn

460

Ser

Leu

Tyr

Asp

Asn

285

Val

Glu

Lys

Thr

Thr

365

Glu

Leu

Lys

Glu

Gly

445

Asp

Aen

Ile

Agn

Pro

270

Ala

Val

Tyr

Thr

Leu

350

Cys

Ser

Asp

Ser

Ala

430

Lys

Thr

Tyr

Ile

Lys
510

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile

335

Pro

Leu

Asn

Ser

Arg

415

Leu

Thr

Val

Lys

Leu

4395

Arg

Val

Thr

Val

Cys

320

Ser

Pro

Val

Gly

Asp

400

Trp

His

Thr

Pro

Thr

480

Ser

Ser



<220>

ES 2725673 T3

<223> Construcciéon FL VH (H2124)-1IgG-A56R

<400> 29
caggtgcage

acctgegetyg
ccececcaggga
aacccatcte
ctgaagctga
acegggtttg
ggeccatcgg
ctgggctgee
gccctgacca
ctcagcagcg
gtgaatcaca
aaaactcaca
ctcttcceee
gtggtggtgg
gtggaggtgce
gtggtcagcg
aaggtctcca
cagcccecgag
caggtcagcc
gagagcaatg
ggctccttct
gtectteteat
tcecctgtete
tactccacag
ggatctacac
tgetagtogg
acagacaccg
tccacaacag
actgtctcat
gatgatgcgg
ggcggtagta
attaccgcat

aataaacgtt

tgcagcagtg
tctatggeta
aggggectgga
tcaaaaatag
gctctgtgac
cttactgggy
tcttcoeccect
tggtcaagga
gcggegtgea
tcgtgaccgt
agcccagcaa
catgcccaceo
caaaacccaa
acgtgagcoca
ataatgccaa
tcctcacegt
acaaagecct
aaccacaggt
tgacctgect
ggcagecgga
tcctctacag
gcteegtgat
cgggtaaaac
agttgattgt
attcaccgga
tattcgaaat
tcacatacac
acgagactcc
acactacagt
atctttatga
caacctctat
taattatatt

cacgtaaata

gggcgcagga
ctccatcacce
gtggattggg
ggtcacaatc
cgccgecgac
ccaagggace
ggcaccctece
ctacttccce
caccttcccg
gccctccage
caccaaggtg
gtgccecagea
ggacaccctc
cgaagaccct
gacaaagccyg
cctgcaccag
cocageccee
gtacaccctg
ggtcaaaggc
gaacaactac
caagctcacc
gcatgaggcet
atcaactaca
aaatacagat
aactagttct
cgcgactcoog
tagtgatage
ggaaccaatt
aagtacatca
tacgtacaat
tagcaattat
gtcggeegtg

caaaacagag

ctgctgaage
agcggetatt
tacatcaget
agcagagaca
accgctgtgt
atggteaceg
tccaagagca
gaaccggtga
getgtcctac
agcttgggca
gacaagaaag
cctgaactec
atgatctcece
gaggteaagt
cgggaggagc
gactggctga
atcgagaaaa
ccececcatcee
ttctatccca
aagaccacge
gtggacaaga
ctgcacaace
aatgacactg
agtgaatcga
aagaaacctg
gaaccaatta
attaatacag
actgataaag
tctggaattg
gataatgata
aaaaccaagg
gcaattttcet

aacaaagtct

52

ctagcgagac
tctggaactg
acgacggecag
cctccaagaa
attactgtgc
tetecteage
cctetggggg
cggtgtcgtyg
agtcctcagg
cccagaccta
ttgagcccaa
tggggggacc
ggacccctga
tcaactggta
agtacaacag
atggcaagga
ccatcteocaa
gggatgagct
gcgacatcgc
ctecagtget
gcaggtggca
actacacgca
ataaagtaga
ctatagacat
attatataga
ctgataatgt
taagtgeatce
aagatcatac
tcactactaa
cagtaccacc
actttgtaga
gtattacata

ag

cctgteeccte
gatccgecag
cagcaactece
ccagttctce
cagaggaact
ctocaccaag
cacagcggcc
gaactcaggc
actctactcc
catctgcaac
atcttgtgac
gtcagtecttc
ggtcacatgc
cgtggacgge
cacgtaccgt
gtacaagtgc
agcocaaaggyg
gaccaagaac
cgtggagtgg
ggactocgac
gcaggggaac
gaagagectc
ttatgaagaa
aatactatct
taattctaat
agaagatcat
atctggagaa
agttacagac
atcaaccacc
aactactgta
aatatttggt

ttatatatat

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1962



<210> 30

<211> 653

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccién

<400> 30

Gln

1

Thr

Tyr

Ile

Lys

65

Leu

Ala

Thr

Pro

Val

Leu

Phe

Gly

50

Asn

Lys

Arg

val

Ser
130

Gln

Ser

Trp

35

Tyr

Arg

Leu

Gly

Ser

115

Ser

Leu

Leu

20

Asn

Ile

Vval

Ser

Thr

100

Ser

Lys

FL VH (H2124)-IgG-A56R

Gln

Thr

Trp

Ser

Thr

Ser

85

Thr

Ala

Ser

Gln

Cys

Ile

Tyr

Ile

70

val

Gly

Ser

Thr

Trp

Ala

Arg

Asp

55

Ser

Thr

Phe

Thr

Ser
135

ES 2725673 T3

Gly

Val

Gln

40

Gly

Arg

Ala

Ala

Lys

120

Gly

Ala

Tyr

25

Pro

Ser

Asp

Ala

Tyr

105

Gly

Gly

Gly

10

Gly

Pro

Ser

Thr

Asp

30

Trp

Pro

Thr

53

Leu

Tyr

Gly

Asn

Ser

75

Thr

Gly

Ser

Ala

Leu

Ser

Lys

Ser

60

Lys

Ala

Gln

val

Ala
140

Lys

Ile

Gly

45

Asn

Asn

val

Gly

Phe

125

Leu

Pro

Thr

Leu

Pro

Gln

Tyr

Thr

110

Pro

Gly

Ser

15

Ser

Glu

Ser

Phe

Tyr

95

Leu

Leu

Cys

Glu

Gly

Trp

Len

Ser

80

Cys

val

Ala

Leu



val

145

Ala

Gly

Gly

Lys

Cys

225

Leu

Glu

Lys

Lys

Leu

305

Lys

Lys

Ser

Lys

Gln

Lys

Leu

Leu

Thr

Val

210

Pro

Phe

Val

Phe

Pro

290

Thr

val

Arg

Gly
370

Pro

Asp

Thr

Tyr

Gln

195

Asp

Pro

Pro

Thr

Asn

275

Arg

Val

Ser

Lys

Asp

355

Phe

Glu

Tyr

Ser

Ser

180

Thr

Lys

Cys

Pro

Cys

260

Trp

Glu

Leu

Asn

Gly

340

Glu

Tyr

Asn

Phe

Gly

165

Leu

Tyr

Lys

Pro

Lys

245

Val

Tyr

Glu

His

Lys

325

Gln

Leu

Pro

Asn

Pro

150

val

Ser

Ile

Val

Ala

230

Pro

Val

Vval

Gln

Gln

310

Ala

Pro

Thr

Ser

Tyr

Glu

His

Ser

Cys

Glu

215

Pro

Lys

Val

Asp

Tyr

295

Asp

Leu

Arg

Lys

Asp

375

Lys

ES 2725673 T3

Pro

Thr

val

Asn

200

Pro

Glu

Asp

Asp

Gly

280

Asn

Pro

Glu

Asn

360

Ile

Thr

val

Phe

val

185

Val

Llys

Leu

Thr

Val

265

Val

Ser

Leu

Ala

Pro

345

Gln

Ala

Thr

Thr

Pro

170

Thr

Asn

Ser

Leu

Leu

250

Ser

Glu

Thr

Asn

Pro

330

Gln

val

Val

Pro

54

Val

155

Ala

val

His

Cys

Gly

235

Met

His

Val

Tyr

Gly

315

Ile

Val

Ser

Glu

Pro

Ser

val

Pro

Lys

Asp

220

Gly

Ile

Glu

His

Arg

300

Lys

Glu

Tyr

Leu

Trp

380

Val

Trp

Leu

Ser

Pro

205

Lys

Pro

Ser

Asp

Asn

285

val

Glu

Lys

Thr

Thr

365

Glu

Leu

Asn

Gln

Ser

190

Ser

Thr

Ser

Arg

Pro

270

Ala

Val

Tyr

Thr

Leu

350

Cys

Ser

Asp

Ser

Ser

175

Ser

Asn

His

Val

Thr

255

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile

335

Pro

Leu

Asn

Ser

Gly

160

Ser

Leu

Thr

Thr

Phe

240

Pro

val

Thr

val

Cys

320

Ser

Pro

val

Gly

Asp



385

Gly Ser

Gln Gln

Asn His

Thr Thr
450

Leu Ile
465

Gly Ser

Asp Asn

Ile Thr

Asp Ser
530

Glu Thr
545

Thr val

Lys Ser

Asp Thr

Asn Tyr
610

Ile Ile
625

Asn Lys

<210> 31
<211> 24

Phe Phe

Gly Asn
420

Tyr Thr
435

Asn Asp

Vval Asn

Thr Hisg

Ser Asn
500

Asp Asn
515

Ile Asn

Pro Glu

Ser Tyr

Thr Thr
580

val Pro
595

Lys Thr

Leu Ser

Arg Ser

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

390

Leu Tyr
405

Val Phe

Gln Lys

Thr Asp

Thr Asp
470

Ser Pro
485

Cys Ser

Vval Glu

Thr Val

Pro Ile
550

Thr Thr
565

Asp Asp

Pro Thr

Lys Asp

Ala Vval
630

Arg Lys
645

Ser

Ser

Ser

Lys

455

Ser

Glu

Ser

Asp

Ser

535

Thr

val

Ala

Thr

Phe

615

Ala

Tyr
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Lys

Cys

Leu

440

Val

Glu

Thr

val

His

520

Ala

Asp

Ser

Asp

val

600

Val

Ile

Leu

Ser

425

Ser

Asp

Ser

Ser

Phe

505

Thr

Ser

Lys

Thr

Leu

585

Gly

Glu

Phe

Lys Thr

Thr

410

Val

Leu

Tyr

Thr

Ser

490

Glu

Asp

Ser

Glu

Ser

570

Tyr

Gly

Ile

Cys

Glu Asn Lys Val

650

55

395

Val

Met

Ser

Glu

Ile

475

Lys

Ile

Thr

Gly

Asp

555

Ser

Asp

Ser

Phe

Ile
635

Asp

His

Pro

Glu

460

Asp

Lys

Ala

val

Glu

540

His

Gly

Thr

Thr

Gly

620

Thr

Lys

Glu

Gly

445

Tyr

Ile

Pro

Thr

Thr

525

Ser

Thr

Ile

Tyr

Thr

605

Tle

Tyr

Ser

Ala

430

Lys

Ser

Ile

Asp

Pro

510

Tyr

Thr

Val

val

Asn

590

Ser

Thr

Tyr

Arg

415

Leu

Thr

Thr

Leu

Tyr

495

Glu

Thr

Thr

Thr

Thr

575

Asp

Ile

Ala

Ile

400

Trp

His

Ser

Glu

Ser

480

Ile

Pro

Ser

Asp

Asp

560

Thr

Asn

Ser

leu

Tyr
640
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<220>
<223> cebador especifico cadena pesada 428

<400> 31
gatatattaa agtcgaataa agtg 24

<210> 32

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador especifico cadena pesada 430

<400> 32
gacatcacat agtttagttg ¢ 21
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REIVINDICACIONES

1. Una biblioteca de vaccinia recombinante que comprende una biblioteca de polinucleétidos que codifican una
pluralidad de polipéptidos de fusién de inmunoglobulina que comprenden diferentes regiones variables de cadena
pesada de inmunoglobulina; cada polipéptido de fusién de inmunoglobulina comprende, en orden N- a C-, un
dominio variable de cadena pesada fusionado a un dominio constante CH1 fusionado a un segmento polipeptidico
que comprende el dominio transmembrana de una proteina de membrana especifica de EEV, donde la biblioteca de
polinucleétidos se construye en un vector de virus vaccinia y donde cada polinucleétido en la biblioteca comprende
los siguientes elementos:

(a) un cebador polinucleétido que codifica un cebador segmento polipeptidico que comprende un dominio de cadena
pesada IgG CH1;

(b) un segundo polinucleétido que codifica un segundo segmento polipeptidico que comprende la regién del tallo, el
dominio transmembrana y el dominio intracelular de la proteina de membrana especifica de EEV del virus vaccinia
A56R, situada aguas abajo del cebador polinucleétido que codifica el cebador segmento del polipéptido, y

(c) un tercer polinucleétido que codifica una regién variable (VH) de cadena pesada de inmunoglobulina o un
fragmento de ella situado aguas arriba del cebador polinucleétido que codifica el cebador segmento polipeptidico;

donde la proteina de fusion de inmunoglobulina se puede expresar en la superficie de una particula de vaccinia EEV
y la proteina de fusién se puede combinar con una cadena ligera de inmunoglobulina para formar un dominio de
unién al antigeno de una molécula de inmunoglobulina.

2. La biblioteca de la reivindicacion 1, donde los polipéptidos de fusion de inmunoglobulina comprenden cada uno un
VH o fragmento de este fusionado al extremo N de los amino&cidos 117 a 421 de la SEQ ID NO. 11.

3. La biblioteca de la reivindicacién 1, donde el cebador polinucleétido de (a) codifica un cebador segmento
polipeptidico que comprende una regién constante de IgG de longitud completa.

4. La biblioteca de la reivindicacion 3, donde los polipéptidos de fusion de inmunoglobulina comprenden cada uno un
VH o fragmento de este fusionado al extremo N de los amino&cidos 117 a 653 de la SEQ ID NO. 30.

5. Un método para seleccionar polinucledtidos que codifican una regiéon variable de cadena pesada de
inmunoglobulina especifica de antigeno o un fragmento de unién al antigeno, que comprende:

(a) introducir la biblioteca de polinucleétidos de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en una
poblacién de células huésped que admiten la infeccidn con el virus vaccinia;

(b) introducir uno 0 mas polinucleétidos que codifican una cadena ligera de inmunoglobulina o un fragmento de union
al antigeno en la poblacién de células huésped, donde las proteinas de fusion de inmunoglobulina pueden
combinarse con una cadena ligera de inmunoglobulina para formar un dominio de unién al antigeno de una molécula
de inmunoglobulina;

(c) permitir la liberacion de virus con envoltura extracelular (EEV) de las células huésped;
(d) poner en contacto el EEV liberado con un antigeno; y

(e) recuperar los polinucleétidos que codifican los polipéptidos de fusién de la cadena pesada de inmunoglobulina
expresados en la superficie de la membrana de EEV que se unen especificamente al antigeno en el paso (d).

6. El método de la reivindicacion 5, que comprende, ademas:

(f) introducir los polinucleétidos recuperados en (e) en una segunda poblacién de células huésped que admiten la
infeccion con el virus vaccinia;

(g) introducir uno o mas polinucleétidos que codifican una cadena ligera de inmunoglobulina o un fragmento de union
al antigeno en la segunda poblacion de células huésped, de manera que se forma un dominio de union al antigeno
de una molécula de inmunoglobulina;

(h) permitir la liberacion de EEV de las células huésped;
(i) poner en contacto el EEV liberado con un antigeno; y

(j) recuperar los polinucleétidos que codifican los polipéptidos de fusion de la cadena pesada de inmunoglobulina
expresados en la superficie de la membrana de EEV que se unen especificamente al antigeno en el paso (i).

7. El método de la reivindicacion 6, que comprende ademas repetir los pasos (f)-(j) una o mas veces, y asi
enriquecer los polinucledtidos que codifican polipéptidos de fusidbn de cadena pesada de inmunoglobulina
expresados en la superficie de la membrana de EEV que se unen especificamente al antigeno.
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8. El método de cualquiera de las reivindicaciones 5 a 7, que comprende ademas aislar los polinucleétidos
recuperados de la biblioteca.

9. El método de cualquiera de las reivindicaciones 5 a 8, donde uno o mas polinucleétidos que codifican una cadena
ligera de inmunoglobulina de (b) estan contenidos en un vector de virus vaccinia.

10. El método de cualquiera de las reivindicaciones 5 a 8, donde uno o mas polinucle6tidos que codifican una
cadena ligera de inmunoglobulina de (b) estan contenidos en un vector plasmido.

11. Una proteina de fusion que comprende un dominio de regién variable de cadena pesada de inmunoglobulina
fusionada al extremo N de (a) un segmento polipeptidico que consiste en los aminodcidos 117 a 421 de la SEQ ID
NO. 11, que es el dominio CH1 de la IgG1 humana fusionada a la regién del tallo, el dominio transmembrana y el
dominio intracelular de la proteina A56R del virus vaccinia o (b) un segmento polipeptidico que consta de los
aminoacidos 117 a 653 de la SEQ ID NO. 30, que es la regidn constante completa de la IgG1 humana fusionada a la
region del tallo, el dominio transmembrana y el dominio intracelular de una proteina A56R de un virus vaccinia;
donde la proteina de fusién puede expresarse en la superficie de una particula de virus vaccinia con envoltura
extracelular (EEV) y donde la proteina de fusion, cuando se combina con un dominio variable de cadena ligera,
puede formar un dominio de unién a antigeno de una molécula de inmunoglobulina.

12. Un polinucleétido que codifica la proteina de fusion de la reivindicacion 11.
13. Un vector de virus vaccinia que comprende el polinucleétido de la reivindicacién 12.

14. Una célula huésped que comprende el vector de virus vaccinia de la reivindicacion 13.
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GGTTCTTGAGGETIGTGTTAAAT TGAAAGCGAGARATAATCATARAT

:CGATGGAGCTGTATCA"CCTCTTCTTGGTAGCAACAGCTACAGGCGCGCACfCC GAGATCCAG
QEGGTGCAGAGCGGCCCTGAGCTQAAGCAGCQIQQCGAG&QQQPQAQGATC&QQIQCABQQQCAGCGQC

LAQAQQIIQACCAACIACGQQQTGAACTGGGTGAAGCAQGQCCCIQQ.““QGQQQIGAAGTGQQTGGGQ
GAGACCAGCGCCAGCAC»CCC”ACCTGCAGATCAGCAACCTGAAQAECGACGACACCGCPACCTACTTC
IGCGCCAAGTACCCTCACTACTACGGCAGCAGCCAC“GGTACTTCQACGTGTGGGGCGCCQQQ&QQAQQ
OCGTCICCTCAGCCTCCAC GGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCA CCTCCAAGAGCACC
TCTGGGGGCACAGCGECCCTGGGCTGECTGGTCARGGACTACT ICCCCGARCCGGTGACGGTGTCCTGS
AACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCC
CTCAGCAGCGTCGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCT TGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAATCAC
AACACCAAGGTGGACAAGARAGT TACATCAACTACARATGACACTGATARAGTAGATTAT
GAAGAATACTCCACAGAGTTGATTGTAAR L ACAGATAGTGAATCGACTATAGACATAATACTATCTGGA
TCTACACATTCACCGGAAACTAGTTCTAAGARACCTGATTATATAGATAATTCTAATTGCTCGTCGGTA
TTCGAAATCGCGACTCCGGAACCAAT TACTGATARTGTAGAAGATCATACAGACACCGTCACATACACT
AGTGATAGCATTAATACAGTAAGTGCATCATCTGGAGAATCCACARCAGACGAGACTCCGGAACCAATT
ACTGATARAGAAGATCATACAGTTACAGACACTGTCTCATACACTACAGTAAGTACATCATCTGGAATT
GTCACTACTARATCAACCACCGATGATGCGGATCT T TATGATACGTACAATGATARTGATACAGTACCA
CCAACTACTGTAGGCGGTAGTACAACCTCTATTAGCAATTATARAACCAAGGACT TTG /AGARATATTT
GGTATTACCGCATTAATTATATTGTCGGCCGTGGCAATTTTCTGTAT TACATATTATATATATAATAAA
CGTTCACGTAAA L \CAARACAGAGAACARBGTCTAG
(SEQ ID NO: 1)

Subrayado doble - promotor H5

Subrayado simple - péptido lider

Subrayado ondulado - Region Pesada Variable Representativa
Subravado en peqita - dominio IgG CH1

Sin subrayar - Vaccinia A56R

Cursiva negrita - sitio de clonacion del gen variable BssHIl y BstEIl

FIG. 1
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Afadir virus a las placas/los

Ventajas: tubos/las perlas recubiertas
Sin clasificacion/ELISA con Ag**
“Parece” fagos EEV recolectado
desde ’ ;
- : sobrenadante* / ‘*ﬁ Lavar
Vaccinia recombinante iLA 3 Desligado
VMP Ig-H {

L_Arl J
|

{

A 2

Biblioteca Ig-L
Repetir la infeccién para el o los 3 )
ciclos de seleccion adicionales*** Afiadir células a la placa
o perlas a las células

k4

) Extraer el
Seleccionar el Ig-L Analizar y virus y : Amplificar el virus

6ptimo (de ser e S€lRCCIONAT analizar el
necesario) los mejores grupo positivo
clones

por medio de
citometria de
flujo

*Para IMV: recolectar células, homogeneizar, retirar los restos y proceder
**Se puede usar una etapa de agotamiento

***Se podria agregar la calificacion de células como etapa final

FIG. 2
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FIG. 3
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Scfv Doble gen 2408: 7000: En blanco
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1 2 3 4 5 8 Z

g g
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. : - 3 ‘ 1045
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FIG. 5
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Scfv Doble gen 2408: 7000:
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FIG. 5

(Continuacion)
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FIG. 6
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Alineacion:
>VH3-11
Identidades = 81/98 (82 %), Positivos = 88/98 (89 %)

'C. 20 1 EYQLVESGGGLVKPGGSLALSCAASSEIFTOYYISHIROABGKGPINIIYISSYSRYVINY 60
+VQLVESGGGLVKPGGSLALSCAASGE F+DYY+SWIRQAPGKG EW+SYISS Y
VH311: 1, QUQLVESGGGLVKPGSSLALSCARSGETESOYNIRIROARGNGLERYSXT SS833TIXY 60

C. 20: 81 ADSVRGRFTISRONTRNSIYLQMSNLRVEDIAVYYCAR 98 (SEQ ID NO: 19)
ACSVKGRETISADH +NS+YLOMY+IR EOTRAVYYCAR
VH311: 81 ADSYKGRFTISADHARNSLYLOMNSLRAEDTAVYYCAR O8

FIG.7
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Puede ser algo con Her 2.3.3 con L116
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FIG. 9
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Secuencia del clon Her2 B10

EVQLLESGGGFVQPGGSLRLSCAASGFAFNNYALSWVRQAPGRGLKWVSAISPDGD
Y{YYADSVKGRAFSRDNSRN1VILSLQMTSLGAEDTALYYCARQNNVRDGA VAGPLD
HWGQGTLVT

>IGHV3-23%01
Identidades = 77/98 (78 %), Positivos = 85/98 (86 %)

B10:1 EVQLLESGGGFVQPGGSLRLSCAASGFAFNNYALSWVRQAPGRGLKWVSAISPDGDYIYY 60
EVQLLESGGG VQPGGSLRLSCAASGfi F++YA+SWVRQAPG+GL+WVSAISGYY

VH323:1 EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAPGKGLEWVSAISGSGGSTYY 60

B10: 61 ADSVKGRFIFSRDNSRNMLSLQMTSLGAEDTALYYCAR 98 (SEQ ID NO: 20)
ADSVKGRF SRDNS+N L LQM SL AEDTA+YYCA+

VH323: 61 ADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAK 98
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