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DESCRIPCION
Una biblioteca de anticuerpos de presentacion de ARNm y métodos
Campo de la invencion

El campo de la invencién son las composiciones y métodos para bibliotecas de anticuerpos de diversidad ultraalta,
especialmente en lo que se refiere a bibliotecas de presentacion de ARNm y al uso de las bibliotecas de presentacion
de ARNm para generar aglutinantes recombinantes de alta afinidad.

Antecedentes de la invencion
La descripcion de antecedentes incluye informacion que puede ser Util para comprender la presente invencion.

Se ha demostrado que atacar antigenos tumorales o neoepitopos con anticuerpos especificos de alta afinidad o
moléculas de unién es un método eficaz para tratar a pacientes con cancer. A medida que se identifican cada vez mas
antigenos tumorales y/o neoepitopos especificos de pacientes y/o de cancer in vivo, in vitro o in silico a través del
andlisis de datos 6micos, ha crecido la demanda para crear una biblioteca de anticuerpos o una biblioteca de
presentacion que proporcione altas probabilidades de seleccionar anticuerpos o aglutinantes que sean estables,
solubles, funcionales y adaptables. Si bien se pueden identificar anticuerpos o moléculas de unién especificos de alta
afinidad entre grupos de anticuerpos naturales o derivados de ellos, dichos anticuerpos o aglutinantes naturales
identificados o derivados pueden no ser eficaces o especificos ya que la diversidad de dichos anticuerpos naturales
puede estar limitada dependiendo de la frecuencia o intensidad de la exposicion a dichos antigenos o neoepitopos.

En un planteamiento para resolver dicho problema, se pueden utilizar bibliotecas de presentacion en fagos
recombinantes. Si bien este planteamiento permite la generacion de bibliotecas con una diversidad razonablemente
alta, a menudo se requieren muchas rondas de enriquecimiento para los aglutinantes, lo que requiere mucha mano
de obra y tiempo. Ademas, a pesar de la diversidad relativamente grande, los aglutinantes tienden a tener afinidades
y estabilidad inferiores a las ideales. Aun mas, la diversidad suele estar limitada por consideraciones practicas como
el volumen de la biblioteca, la eficacia de la transfeccion, etc. Estos y otros planteamientos se pueden optimizar aun
mas, por ejemplo, utilizando multiples presiones de seleccion artificial como se describe en el documento WO
2006/072773. Si bien dichos métodos pueden mejorar las caracteristicas de estabilidad, se requieren cantidades
significativas de tiempo y la manipulacion de la biblioteca.

En otro planteamiento mas, se puede realizar la presentacion de ARNm. Aqui, las secuencias de ARNm que codifican
moléculas de unién candidatas (tipicamente scFv) se acoplan con una molécula de puromicina en su extremo 3, y los
péptidos codificados por las secuencias de ARNm se generan mediante traslacién in vitro para producir un producto
de fusion que acopla el ARNm directamente a la proteina codificada por el ARNm. Sin embargo, aunque la tecnologia
actual de presentacion de ARNm evita ventajosamente los problemas asociados con los limites de transfeccion y por
lo menos conceptualmente permite una mayor diversidad, todavia persisten problemas con la integridad o estabilidad
estructural, la afinidad relativamente baja y/o la reactividad cruzada. Para mejorar aun mas por lo menos las
caracteristicas de union seleccionadas de scFv a partir de la presentacion de ARNm, se realiz6 un analisis de tipo
espectral en CDR3 de Vi, (véase Protein Engineering, Design & Selection, 2015, vol. 28 num. 10, pags. 427-435). Sin
embargo, dicho proceso requirié un andlisis iterativo y puede no ser productivo para todos los antigenos.

Asi, aunque se conocen métodos para crear e identificar aglutinantes candidatos usando presentacion de ARNm y
otros métodos, las bibliotecas de alta diversidad con aglutinantes que tienen alta integridad/estabilidad estructural,
baja afinidad y/o baja reactividad cruzada siguen siendo dificiles de alcanzar. Por lo tanto, todavia existe la necesidad
de composiciones, métodos y usos mejorados de bibliotecas de presentacion de ARNm para la generacion rapida de
aglutinantes recombinantes estables de alta afinidad.

Compendio de la invencién

El objeto de la invencion esta dirigido a diversas composiciones, métodos y uso de una biblioteca de acidos nucleicos
de alta diversidad que codifica una pluralidad de anticuerpos o fragmentos de anticuerpos que permiten la identificacion
fiable y eficaz de anticuerpos o aglutinantes estables, solubles y funcionales contra diversas biomoléculas, y
especialmente a antigenos o neoepitopos del cancer. Asi, un aspecto de la materia objeto incluye un método para
generar una biblioteca de acidos nucleicos de alta diversidad que codifica una pluralidad de anticuerpos o fragmentos
de anticuerpos. En este método, se generan o se proporcionan tres subbibliotecas: (1) una subbiblioteca de CDR1/2
de Vi, (2) una pluralidad de subbibliotecas de CDR3 de V4 y (3) una subbiblioteca de Vi, teniendo cada una, una
pluralidad de miembros. Cada miembro de las tres subbibliotecas comprende por lo menos un casete aleatorio que
tiene una pluralidad de posiciones base degeneradas. Por lo menos porciones de por lo menos dos miembros de las
tres bibliotecas se recombinan para formar un miembro de biblioteca de expresiones en una biblioteca de expresiones,
que tiene una pluralidad de miembros de biblioteca de expresiones. Cada miembro de la biblioteca de expresiones
codifica un anticuerpo o fragmento de anticuerpo distinto. En una realizacién preferida, el miembro de la biblioteca de
expresiones se transcribe en un fragmento de ARNm, que luego se acopla con una molécula de puromicina en el
extremo 3.
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En otro aspecto de la materia objeto de la invencion, los autores de la invencion contemplan una composicion que
tiene una pluralidad de bibliotecas de acidos nucleicos. La pluralidad de bibliotecas de &cidos nucleicos incluye (1) una
subbiblioteca de CDR1/2 de V4, (2) una pluralidad de subbibliotecas de CDR3 de Vyy (3) una subbiblioteca de V..
Cada una de las subbibliotecas (1)-(3) comprende una pluralidad de miembros y cada miembro de las subbibliotecas
comprende por lo menos un casete aleatorio que tiene una pluralidad de posiciones base degeneradas.

En otro aspecto mas de la materia objeto de la invencion, los autores de la invencion contemplan el uso de la
composicion anterior para generar una biblioteca de acidos nucleicos de alta diversidad.

En otro aspecto mas de la materia objeto de la invencidn, los autores de la invencién contemplan una composicion de
biblioteca de acidos nucleicos de alta diversidad que tiene una pluralidad de miembros de biblioteca. El miembro de la
biblioteca de acidos nucleicos de alta diversidad incluye un acido nucleico recombinante que comprende una pluralidad
de casetes aleatorios, teniendo cada uno de ellos una pluralidad de posiciones de bases degeneradas. La pluralidad
de casetes aleatorios se deriva de por lo menos dos miembros de cualquiera de las dos bibliotecas de las siguientes:
(1) una subbiblioteca de CDR1/2 de V4, (2) una pluralidad de subbibliotecas de CDR3 de Vuy (3) una subbiblioteca
de V..

En otro aspecto mas de la materia objeto de la invencion, los autores de la invencion contemplan el uso de la biblioteca
de &cidos nucleicos de alta diversidad para generar un anticuerpo terapéutico recombinante contra un neoepitopo del
cancer.

En otro aspecto més de la materia objeto de la invencion, los autores de la invencion contemplan un meétodo para
generar un anticuerpo recombinante. En este método, se generan o se proporcionan tres subbibliotecas: (1) una
subbiblioteca de CDR1/2 de V4, (2) una pluralidad de subbibliotecas de CDR3 de Vyy (3) una subbiblioteca de V|,
teniendo cada una, una pluralidad de miembros. Cada miembro de las tres subbibliotecas comprende por lo menos
un casete aleatorio que tiene una pluralidad de posiciones base degeneradas. Por lo menos porciones de por lo menos
dos miembros de las tres bibliotecas se recombinan para formar un miembro de biblioteca de expresiones en una
biblioteca de expresiones, gue tiene una pluralidad de miembros de biblioteca de expresiones. Cada miembro de la
biblioteca de expresiones codifica un anticuerpo o fragmento de anticuerpo distinto. A continuacion, el método contintia
generando el anticuerpo recombinante o fragmento del mismo usando el miembro de la biblioteca de expresiones.

En otro aspecto mas de la materia objeto de la invencién, los autores de la invencién contemplan un fragmento de
acido nucleico recombinante generado usando un oligonucleétido seleccionado de la Tabla 1 o la Tabla 2 que se
proporcionan a continuacion.

En otro aspecto mas del objeto de la invencién, los autores de la invencion contemplan una mezcla de acidos nucleicos
sintéticos que tiene una secuencia de acidos nucleicos seleccionada de la Tabla 1 o la Tabla 2 que se proporcionan a
continuacion.

Breve descripcion de los dibujos
La figura 1 ilustra una estrategia de aleatorizacion ejemplar que utiliza pares VH3/Vk1.

La figura 2 ilustra ubicaciones ejemplares para la aleatorizaciéon de secuencias en CDR1 y CDR2 de cadena
pesada.

La figura 3 ilustra una aleatorizacion de secuencia ejemplar en CDR3 de cadena pesada.

La figura 4 ilustra una aleatorizacion de secuencia ejemplar en CDR3 de cadena ligera con secuencias de &cido
nucleico a la izquierda y opciones de aminoacidos a la derecha.

La figura 5 ilustra una generacion ejemplar de elementos de acido nucleico hibridos aislando y combinando
casetes aleatorios de multiples segmentos de acido nucleico recombinantes.

La figura 6 muestra un resultado de cromatografia de exclusién por tamafio que muestra un Unico pico que indica
una expresion proteica estable de aB7-H4gp:.

La figura 7 muestra datos de electroforesis capilar de dodecilsulfato de sodio (CE-SDS) que indican un
comportamiento molecular parecido a aB7-H4gy1 en comparacion con los anticuerpos comerciales.

La figura 8 muestra graficos que indican la unién de anticuerpos aB7-H4 seleccionados in vitro a B7-H4.

La figura 9 muestra graficos de andlisis funcional de aglutinantes de aB7-H4 y aglutinantes de aPD-L1
seleccionados in vitro.

La figura 10 muestra graficos que indican las afinidades de unién de aB7-H4 scFv y aB7-H4 1gG1.

La figura 11 muestra un ensayo de actividad de la IL-8 y su resultado midiendo los cambios en el tamafio de los
neutrofilos.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2969 081 T3

La figura 12 muestra gréaficos de barras que indican el efecto de neutralizacién del anticuerpo alL-8 frente a la
actividad de la IL-8 al aumentar el tamano de los neutréfilos.

La figura 13 muestra el ensayo de actividad de la IL-8 y sus resultados mostrados en un gréfico de barras que
indica el efecto de neutralizacion de un anticuerpo de la IL-8 frente a la actividad de la IL-8 mediante la inhibicion
de la migracién de neutrofilos.

La figura 14 muestra resultados ejemplares utilizando composiciones de bibliotecas de presentacion de ARNm
presentadas en la presente memoria con respecto a dianas de antigenos seleccionadas.

La figura 15 muestra un grafico ejemplar que representa las afinidades de aglutinantes seleccionados
configurados como scFv frente a IlgG donde los aglutinantes se identificaron usando composiciones de bibliotecas
de presentacion de ARNm presentadas en la presente memoria.

Descripcion detallada

Los autores de la invencion han descubierto que se pueden generar o identificar anticuerpos recombinantes
especificos y eficaces o fragmentos de los mismos mediante la construccion de una biblioteca de écidos nucleicos de
alta diversidad usando la diversificacion dirigida de dominios seleccionados de los anticuerpos o fragmentos de los
mismos codificados por miembros de la biblioteca de acidos nucleicos de alta diversidad. Para lograr dicho objetivo,
los autores de la invencion han descubierto que se pueden preseleccionar uno 0 mas dominios o subdominios de
anticuerpo/aglutinante y se pueden generar una pluralidad de subbibliotecas de &cidos nucleicos usando casetes
aleatorios en un dominio o subdominio preseleccionado. Los autores de la invencion descubrieron ademas que los
miembros de las subbibliotecas se pueden recombinar para construir la biblioteca de acidos nucleicos de alta
diversidad que permite una alta diversidad entre los miembros de la biblioteca, incluso proporciona mayores
probabilidades de identificar anticuerpos/aglutinantes que sean estables, solubles, funcionales y adaptable cuando se
usa in vivo contra los antigenos o neoepitopos del cancer (preferiblemente neoepitopos 0 neoantigenos especificos
del cancer, especificos del paciente).

De hecho, y como se muestra con mas detalle a continuacion, las bibliotecas presentadas en la presente memoria
permiten el aislamiento de por lo menos un aglutinante a cualquier antigeno arbitrario, tipicamente en un
enriquecimiento de paso uUnico o de dos, donde el aglutinante tiene una Kd igual o menor que 100 nM y mas
tipicamente igual o menor que 10 nM. Ademas, los sistemas y métodos contemplados permiten bibliotecas de scFv
gue tienen una diversidad de por lo menos 109, por lo menos 10, por lo menos 10", por lo menos 102, por lo menos
103, por lo menos 104, por lo menos 105, o por lo menos 10'® miembros distintos de la biblioteca, todo ello en un
periodo de tiempo significativamente reducido en comparacion con la construccion de las bibliotecas convencionales.
Asi, deberia tenerse en cuenta que la velocidad de deteccion de anticuerpos aumenta sustancialmente.

Tal como se usa en la presente memoria, el término "tumor” se refiere y se usa de forma intercambiable con una o
mas células cancerosas, tejidos cancerosos, células tumorales malignas o tejido tumoral maligno, que pueden
colocarse o encontrarse en una 0 mas ubicaciones anatémicas en un cuerpo humano.

Tal como se usa en la presente memoria, el término "unir" se refiere a, y puede usarse de forma intercambiable con
el término "identificar" y/o "detectar", una interaccién entre dos moléculas con una alta afinidad con una Kp igual o
menor que 10°M, o igual o menor que 107M.

Tal como se utiliza en la presente memoria, el término "proporcionar” o "que proporciona” se refiere e incluye cualquier
accion de fabricacion, generacion, colocacion, habilitacion para el uso o preparacion para el uso.

Construccion de subbibliotecas de acidos nucleicos

En general, los componentes estructurales (cadena pesada, cadena ligera, dominios constantes, dominios variables)
de los anticuerpos estan estrechamente relacionados con sus funciones. Por ejemplo, los dominios variables en la
cadena pesada (Vu) y cadena ligera (VL) constituyen, en conjunto, el dominio de union al epitopo, que proporciona
especificidad a los anticuerpos. Cada uno de los Vi y Vi Incluye tres regiones determinantes de la complementariedad
(CDR, CDR1-3) con secuencias de aminodcidos unicas basadas en su especificidad hacia un antigeno. Asi, se habia
contemplado previamente que se puede crear una biblioteca de acidos nucleicos recombinantes para generar o
identificar anticuerpos aleatorizando las secuencias que codifican las CDR de Vy y VL. Sin embargo, los autores de la
invencion encontraron que, si bien la aleatorizacién completa de todas las CDR de Vy y Vi puede proporcionar una
gran diversidad a la biblioteca, también crea ineficacia al generar todas las combinaciones de secuencias aleatorias y
cribar todas las combinaciones aleatorias ya que no todos los Vi y V| aleatorios pueden ser solubles o expresarse de
forma estable cuando se recombinan para formar un anticuerpo (p. gj., lgG1, etc.). Ademas, cubrir todo el espacio de
diversidad no es practico debido al nimero extremadamente grande de posibles miembros de la biblioteca.

Asi, los autores de la invencion contemplan gque los subdominios de Vi y V| se pueden dividir en dos categorias: una
region marco que en general es comun entre los Vy 0 Vi de diferentes anticuerpos (o genes que codifican los
anticuerpos) y una region de diversificacion dirigida que puede ser por lo menos parcial o completamente aleatorizada
sin afectar significativamente la estabilidad y/o solubilidad del producto peptidico final (p. ej., scFv, 1gG1, etc.).
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Preferiblemente, la region de diversificacion objetivo de Vg incluye por lo menos una porcion de CDR1, CDR2-n
(extremo N-terminal de CDR2), CDR2-c (extremo C-terminal de CDR2) y CDRS3. En otros aspectos preferidos, la region
de diversificacion objetivo de V incluye por lo menos una porcién de CDR3.

Como tal, en un aspecto ejemplar y especialmente preferido de la materia objeto de la invencion, se puede crear una
biblioteca de &cidos nucleicos al generar &cidos nucleicos recombinantes que incluyen uno o mas casetes de
secuencias aleatorias en una o mas regiones de diversificacion dirigida de Vi y/o VL. En una realizacion preferida, los
autores de la invencion contemplan tres subbibliotecas diferentes que tienen diferentes conjuntos de casetes de
secuencias aleatorias en diferentes regiones de diversificacion objetivo de modo que cada subbiblioteca conserve la
diversidad dentro de regiones de diversificacion dirigida aleatorias al mismo tiempo que se evitan demasiadas
secuencias recombinantes aleatorias en una Unica subbiblioteca que puede hacer que el volumen de la subbiblioteca
Unica sea poco practico o ineficaz para manejar cribados rapidos y puntuales. Ademas, las areas conservadas entre
las regiones de diversificacion objetivo se seleccionan o disefian para lograr la maxima estabilidad y solubilidad.

En una realizacion, las subbibliotecas incluyen una subbiblioteca de CDR1/2 de V. La subbiblioteca de CDR1/2 de
Vy comprende una pluralidad de acidos nucleicos recombinantes (p. ej., ADN recombinante) que tienen uno o0 mas
casetes de secuencias aleatorias correspondientes a por lo menos una porcién de CDR1 de V4 y/o una porcion de
CDR2 de Vy. Tal como se usa en la presente memoria, el casete aleatorio correspondiente a una porcion de CDR1
de V4 significa que el casete aleatorio esta ubicado en un area del acido nucleico recombinante, en la que deben estar
presentes secuencias que codifican la porcion CDR1 para codificar una porcién de dominio V4 que es por 1o menos
estructural o funcionalmente parecida a los dominios Vy de los anticuerpos naturales. Por ejemplo, los acidos nucleicos
recombinantes en una subbiblioteca de CDR1/2 de Vy puede tener una estructura como la siguiente (la region aleatoria
estd subrayada y la region secuenciada fija esta entre paréntesis):

5'- (Promotor -5' UTR - FW1) + CDR1 + (FW2) + CDR2 + (FW3 - CDR3 - FW4)

Tal como se usa en la presente memoria, UTR se refiere a una regién no traducida y FW se refiere a una regién marco
(p. €j., FW1 es la primera region marco que puede ser distinta de la segunda regién marco (FW2)). En esta estructura,
los casetes de secuencias aleatorias se pueden insertar en areas de CDR1 o CDR2, o preferiblemente, tanto CDR1
como CDR2. En algunas realizaciones, se pueden insertar mas de un casete de secuencia aleatoria, preferiblemente
dos casetes de secuencias aleatorias en el area de CDR2: CDR2-n (en el lado del extremo 5' de CDR2) y CDR-c (en
el lado del extremo 3' de CDR2).

Las subbibliotecas también pueden incluir una pluralidad de subbibliotecas de CDR3 de Vy. Cada una de las
subbibliotecas de CDR3 de Vu comprende una pluralidad de &cidos nucleicos recombinantes (p. ej., ADN
recombinante) que tienen uno 0 mas casetes de secuencias aleatorias correspondientes a por lo menos una porcion
de CDR3 de V4. De forma parecida a la subbiblioteca CDR1/2 de Vy, los &cidos nucleicos recombinantes en la
subbiblioteca CDR1/2 de Vy pueden tener una estructura como la siguiente (la region aleatoria esta subrayada y la
region secuenciada fija esta entre paréntesis):

5'- (Promotor - 5' UTR - FW1 + CDR1 + FW2 + CDR2 + FW3) - CDRS3 - (FW4)

Preferiblemente, las secuencias fijas (p. ej., Promotor - 5' UTR - FW1 + CDR1 + FW2 + CDR2 + FW3, FW4) de los
acidos nucleicos recombinantes de la subbiblioteca de CDR1/2 de V y/o la subbiblioteca CDR3 de V se seleccionan
para utilizar las secuencias mas comunes y/o conservadas entre los anticuerpos naturales (p. €j., IgG1 contra diversos
antigenos) de modo que las secuencias fijas sean mas expresables y adaptables a multiples formatos, incluidos
péptidos expresados como un fragmento variable de cadena Unica (scFv), una forma modificada de scFv,
inmunoglobulina de longitud completa o una porcién de inmunoglobulina. Asi, en realizaciones preferidas, las
secuencias fijas de los acidos nucleicos recombinantes de la subbiblioteca de CDR1/2 de Vuy de los acidos nucleicos
recombinantes de la subbiblioteca de CDR3 de Vy son por lo menos el 70 %, preferiblemente por lo menos el 80 %,
mas preferiblemente por lo menos el 90 % idénticas (compartidas) entre si.

Las subbibliotecas también pueden incluir una subbiblioteca de V.. La subbiblioteca de V. comprende una pluralidad
de acidos nucleicos recombinantes (p. €j., ADN recombinante) que tienen uno o mas casetes de secuencias aleatorias
correspondientes a por lo menos una porcion de CDR3 de V.. De forma parecida a la subbiblioteca CDR1/2 de Vy, los
acidos nucleicos recombinantes en la subbiblioteca CDR1/2 de Vi pueden tener una estructura como la siguiente (la
region aleatoria esta subrayada y la region secuenciada fija esta entre paréntesis):

5'- (Promotor - 5' UTR - FW1 + CDR1 + FW2 + CDR2 + FW3) - CDRS3 - (FW4)

Preferiblemente, las secuencias fijas de los dcidos nucleicos recombinantes de la subbiblioteca de V. son por lo menos
el 70 %, preferiblemente por lo menos el 80 %, mas preferiblemente por lo menos el 90 % idénticas (compartidas) a
las de los acidos nucleicos recombinantes de la subbiblioteca de CDR1/2 de V0 |a subbiblioteca de CDR3 de V.

Si bien se puede considerar cualquier secuencia aleatoria para generar los casetes de secuencias aleatorias, los
autores de la invencién contemplan que los casetes de secuencias aleatorias estratificados para CDR1, CDR2, CDR3
del dominio V4 y CDR3 del dominio V| producirian una alta complejidad y una gran superficie de unién potencial
cuando se expresan como un péptido de union (p. gj., scFv, etc.). Por ejemplo, los casetes de secuencias aleatorias
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estratégicos para CDR1, CDR2 de |a subbiblioteca de CDR1/2 de Vi pueden ser casetes de secuencias semialeatorias
que tienen 3 0 menos, preferiblemente 2 0 menos, o mas preferiblemente, una secuencia aleatoria (que codifica 3 o
menos, 2 0 menos, o un aminodcido aleatorio por casete) por casete. La ubicacion de la secuencia aleatoria en el
casete aleatorio puede variar dependiendo del aminodacido aleatorio en el casete. En otro ejemplo, los casetes de
secuencias aleatorias estratificados para CDR3 de la subbiblioteca de CDR3 de V4 puede incluir mas secuencias
aleatorias de modo que 4 0 mas, preferiblemente 5 0 mas, o0 mas preferiblemente 6 0 mas secuencias aleatorias (que
codifican 4 o més, preferiblemente 5 0 més, o mas preferiblemente 6 0 mas aminoécidos aleatorios por casete) estan
presentes por casete. Aun en otro ejemplo, los casetes de secuencias aleatorias estratificados para CDR3 de la
subbiblioteca de V| puede incluir mas secuencias aleatorias de modo que 4 o mas, preferiblemente 5 o mas, o mas
preferiblemente 6 0 mas secuencias aleatorias (que codifican 4 o mas, preferiblemente 5 0 mas, o mas preferiblemente
6 0 mas aminodcidos aleatorios por casete) estan presentes por casete.

En un aspecto especialmente preferido de la materia objeto de la invencion, los autores de la invencién contemplan
que se pueden generar casetes de secuencias aleatorias preferidos para subbibliotecas usando los oligonucleétidos
presentados en la Tabla 1 (para la subbiblioteca de CDR1/2 de Vpy la subbiblioteca de CDR3 de V4), y la Tabla 2
(para la subbiblioteca de V). Como se muestra en las Tablas 1 y 2, cada oligonucleétido incluye secuencias aleatorias
(resaltadas) que tienen un cédigo degenerado, que se muestra como codigos de ambigiliedad IUPAC. Por ejemplo, un
oligonucledtido para el casete de secuencia aleatoria CDR1 incluye una secuencia aleatoria "RVT", que representa
"A/G,A/C/G,T", cuya combinacion puede codificar uno de treonina (T), alanina (A), asparagina (N), acido aspartico (D),
serina (S) o glicina (G). La eleccion de los aminoéacidos codificados por los codones degenerados se muestra a la
derecha y se indica con una X.

Ademas, y preferentemente, los casetes de secuencias aleatorias para la subbiblioteca de CDR3 de V puede incluir
secuencias de acidos nucleicos de diferente longitud. Por ejemplo, los casetes de secuencias aleatorias para la
subbiblioteca de CDR3 de Vy puede tener cualquier longitud entre 10 y 30 aminoacidos, preferiblemente entre 10 y 25
aminoacidos, mas preferiblemente entre 10 y 20 aminoacidos. Asi, como se muestra en la Tabla 1, los oligonucleétidos
para generar el casete de secuencia aleatoria para la subbiblioteca de CDR3 de Vi puede incluir diversas repeticiones
(p. €j., de 4 a 10 repeticiones) de "NNK" (que representa G/A/T/C, G/A/T/C, G/T) entre secuencias que codifican D/G-
R/Ly A/G (véase también la figura 3). La generacion y diversidad de secuencias de cadena ligera se muestran a modo
de ejemplo en la figura 4.

CDR1 de | SEQ ID NO.1: X=T,AN,D,S,G

Vi GGCTTAGGTCTCATTTCRYTAGTTACGCTATGCATTGGGCGAGACGAGGT
CTGAACGG

SEQ ID NO.2: X=T=A=N=K=D=E=

GGCTTAGGTCTCATTTCTC ACGCTATGCATTGGGCGAGACGAGGT SRG
CTGAACGG

SEQ ID NO.3: X=G,W,LV

GGCTTAGGTCTCATTTCTCTAGTTACKKGATGCATTGGGCGAGACGAGGT
CTGAACGG

SEQ ID NO.4: X=S,Y,T.N

GGCTTAGGTCTCATTTCTCTAGTTACWMIATGCATTGGGCGAGACGAGGT
CTGAACGG

SEQ ID NO.5: X=S,T\N

GGCTTAGGTCTCATTTCTCTAGTTACGCTATGAVTTGGGCGAGACGAGGT
CTGAACGG

CDR2-n de| SEQ ID NO.6: X=Y,F.,S

Vi GGCTTAGGTCTCGTTCAT TTAGTGGTAGTGGACGAGACGAGGTCTGA
ACGG

SEQ ID NO.7: X=V,G,,§L,R

GGCTTAGGTCTCGTTCAVKTATTAGTGGTAGTGGACGAGACGAGGTCTGA
ACGG

SEQ ID NO.8:

GGCTTAGGTCTCGTTCAGCTAT
ACGG

SEQ ID NO.9: X=Y,N,D+N53

GGTAGTGGACGAGACGAGGTCTGA| X=W.R
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GGCTTAGGTCTCGTTCAGCTATT
ACGG

GGTAATGGACGAGACGAGGTCTGA

SEQ ID NO.101:

GGCTTAGGTCTCGTTCAGCTATTAGT! GTGGACGAGACGAGGTCTGA X=Y.S,T.N
ACGG
SEQ D NO.11:
GGCTTAGGTCTCGTTCAGCTATTAGTKEGAGTGGACGAGACGAGGTCTGA| X=W.G
ACGG
SEQ ID NO.12:
gggTTAGGTCTCGWCAGCTATTAGTGG|{ GGACGAGACGAGGTCTGAA X=D,G.S,N
CDR2-c de[ SEQ ID NO.13: X=S,T,G,ANKD,
Vi ggCTTAGGTCTCGTGGA KAGTACTTACTACGCGAGACGAGGTCTGAAC| ©
SEQ D NO.14: X=Y,N,D,H
ggCTTAGGTCTCGTGGAGGT 'ACTTACTACGCGAGACGAGGTCTGAAC
SEQ D NO.15: X=T,KREAG
ggCTTAGGTCTCGTGGAGGT' {ACTTACTACGCGAGACGAGGTCTGAAC
SEQ ID NO.16: X=D,G,N,S,HR
ggCTTAGGTCTCGTGGAGGTAGTACT /RTTACGCGAGACGAGGTCTGAAC
CDR3 de | SEQ 1D NO.17: D,G)-(RL)-
Vi | GGCTTAGGTCTCTCCGT: TCGCGAGACGAGGTCTGA | (X8a=4+10-AG)
ACGG
Tabla 1
CDR3 de [SEQ ID NO.18:
Vo l6GCTTAGGTCTCTGCAGE ACTTCGAGACGAGGT
CTGAACGG
SEQ 1D NO.19:
ggg;;éggTCTCTGCAGv ACTTCGAGACGAGGT S;X1-X2-X3-X4-P-
SEQ 1D NO.20: X,<Y.D.LAHS,
GGCTTAGGTCTCTGCAGE ACTTCGAGACGAGGT|F,R,T,W.,G
CTGAACGG Xo=Y,N,D,S,T,A
SEQ ID NO.21: Xe_S.N.TAD.G
gggggggmwmcmg ACTTCGAGACGAGGT|y v Al Ts,
H,W,LN,R,V,D,G
SEQ ID NO.22: Xs—L.Y.W.F.R
GGCTTAGGTCTCTGCAGE SACTTCGAGACGAGGT
CTGAACGG
SEQ ID NO.23:
GGCTTAGGTCTCTGCAGE GACTTCGAGACGAGGT

CTGAACGG
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SEQ ID NO.24:

GGCTTAGGTCTCTGCAGH
CTGAACGG

SEQ ID NO.25:

GGCTTAGGTCTCTGCAGE
CTGAACGG

YACTTCGAGACGAGGT

SACTTCGAGACGAGGT

Tabla 2

Lo mas tipico es que los oligonucledtidos presentados en las Tablas 1 y 2 se proporcionen en un ADN monocatenario,
que puede convertirse usando ADN polimerasa | (fragmento de Klenow) en un fragmento de ADN bicatenario para
insertarse asi en un esqueleto que comprende la region secuenciada fija (p. gj., 5'- (Promotor - 5' UTR - FW1 + CDR1
+ FW2 + CDR2 + FW3) - (FW4) para &cidos nucleicos recombinantes de la subbiblioteca de V., etc.). Aun asi, también
se contempla que los oligonuclettidos presentados en las Tablas 1 y 2 también estén presentes con los
oligonucledtidos complementarios para formar acidos nucleicos bicatenarios sin utilizar enzimas polimerasas.

En algunas realizaciones, los &cidos nucleicos recombinantes de las subbibliotecas también incluyen una secuencia
de acido nucleico que codifica una etiqueta proteica de modo que el péptido codificado por los acidos nucleicos
recombinantes pueda aislarse usando el aglutinante contra la etiqueta proteica. Por ejemplo, la etiqueta de proteinas
preferida incluye una etiqueta FLAG (con un motivo de secuencia DYKDDDDK), una etiqueta Myc (con un motivo de
secuencia EQKLISEEDL) y una etiqueta HA. En algunas realizaciones, las etiquetas de proteinas se pueden repetir
para fortalecer la sefial 0 aumentar la deteccion (p. g]., tres repeticiones de la etiqueta FLAG (3x FLAG), etc.).

Se contempla que algunos casetes de secuencias aleatorias insertados en los acidos nucleicos recombinantes de las
subbibliotecas pueden introducir cambios del marco, mutaciones sin sentido y secuencias que desestabilizan la
estructura del péptido codificado por los acidos nucleicos recombinantes. Asi, en algunas realizaciones, los autores
de la invencion contemplan que los écidos nucleicos recombinantes de las subbibliotecas se prueben in vitro de modo
que cualquier acido nucleico recombinante que codifique péptidos inestables o mal plegados pueda eliminarse de la
biblioteca. Por ejemplo, los acidos nucleicos recombinantes de las subbibliotecas CDR3 de V4 o la subbiblioteca de
V. se puede probar para determinar su afinidad de union a la proteina A del Staphylococcus aureus o la proteina L del
Finegoldia magna, que se une a epitopos estructurados del dominio Vi3 o el dominio Vi (VK) de la inmunoglobulina
independientemente de las secuencias CDR, respectivamente.

Se contempla cualquier método adecuado para seleccionar los acidos nucleicos recombinantes por sus afinidades de
unién ala proteina A o la proteina L. En una realizacion ejemplar, los acidos nucleicos recombinantes de subbibliotecas
se transcriben en ARNm mediante transcripcion in vitroy el extremo 3' de los ARNm estéan acoplados (unidos de forma
covalente) a puromicina. Los ARNm acoplados a puromicina se traducen in vitro de modo que los péptidos transcritos
a partir de los ARNm acoplados a puromicina se acoplan con los ARNm por medio de la puromicina. A continuacion,
los péptidos se ponen en contacto con la proteina A o la proteina L para identificar los péptidos que se unen
eficazmente a la proteina A o la proteina L. Preferiblemente, los péptidos que se unen a la proteina A o la proteina L
con una afinidad con una Kp igual 0 menor que 108M, preferiblemente igual 0 menor que 107M se seleccionan y se
aislan. Una vez que se aislan los péptidos con alta afinidad a la proteina A o la proteina L, se pueden generar ADNc
de los péptidos aislados por medio de |a transcripcion inversa in vitro de los ARNm acoplados con la puromicina y los
péptidos. Los ADNc asi generados de los péptidos aislados pueden insertarse luego como casetes de secuencias
aleatorias para generar acidos nucleicos recombinantes seleccionados de las subbibliotecas de CDR3 de Vi o la
subbiblioteca de V.. De forma alternativa, también se contempla que los acidos nucleicos recombinantes de las
subbibliotecas puedan estar presentes en forma de ARNm, que opcionalmente esté preacoplado con una molécula de
puromicina de modo que |a etapa de transcripcion in vitro de los acidos nucleicos recombinantes (en formato de ADN)
puede gue no sea necesario.

Construccion de |a biblioteca scFv a partir de las subbibliotecas

Los autores de la invencién contemplan ademas que por lo menos dos acidos nucleicos (miembros) recombinantes
de las subbibliotecas pueden recombinarse para formar acidos nucleicos scFv recombinantes. En una realizacion
preferida, cada uno de los por lo menos dos acidos nucleicos (miembros) recombinantes se selecciona de diferentes
subbibliotecas. Por ejemplo, se puede seleccionar un &cido nucleico recombinante de cada uno de la subbiblioteca de
CDR1/2 de Vy, la pluralidad de subbibliotecas de CDR3 de Vi y la subbiblioteca de V.. En otro ejemplo, se puede
seleccionar un acido nucleico recombinante de cada una de dos subbibliotecas de CDR1/2 de Vy, |a pluralidad de
subbibliotecas de CDR3 de Vyy la subbiblioteca de V.. Preferiblemente, por lo menos uno de, mas preferiblemente
todos, los acidos nucleicos recombinantes seleccionados de las subbibliotecas se preseleccionan por medio de cribado
de unién por afinidad como se describe anteriormente.

Lo mas habitual es que los acidos nucleicos scFv recombinantes se puedan construir recombinando una porcion de
los acidos nucleicos recombinantes de subbibliotecas. En esta realizacion, la porcién de los acidos nucleicos
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recombinantes incluye los casetes de secuencias aleatorias insertados en los acidos nucleicos recombinantes. Asi,
por ejemplo, como primera etapa, la porcion de los acidos nucleicos recombinantes de la subbiblioteca de CDR1/2 de
Vypuede ser 5'-[CDR1 + (FW2) + CDR2]-3' (los casetes de secuencias aleatorias estan subrayados), preferiblemente
5'-(porcion de FW1)[CDR1 + (FW2) + CDR2]-(porcion de FW3)-3', mas preferiblemente 5'- (Promotor -5' UTR - FW1)
+ CDR1 + (FW2) + CDR2 + (porcion de FW3)-3' 0 5'- (Promotor -5' UTR - FW1) + CDR1 + (FW2) + CDR2 + (una
pequefia porcion conectora)-3'. De forma similar, por ejemplo, la porcion de los acidos nucleicos recombinantes de las
subbibliotecas de CDR3 de V4 puede ser 5'- [CDR3] - 3' (los casetes de secuencias aleatorias estan subrayados),
preferiblemente 5'- (porcion de FW3) - CDRS3 - (porcion de FW4)-3', mas preferentemente, 5'- (porcion de FW3) -CDR3
-(FW4)-3', o 5'- (una peguefa porcion conectora) - CDR3 - (FW4)-3'. A continuacion, las porciones de los acidos
nucleicos recombinantes de la subbiblioteca de CDR1/2 de Vuy las subbibliotecas de CDR3 de V4 se aislan (p. €j.,
mediante PCR) y se pueden recombinar (p. €j., fusionarlas por medio de métodos de restriccion de ligamiento,
generarse por medio de una PCR recombinante, etc.) para formar un acido nucleico recombinante de dominio V. Asi,
tipicamente, el acido nucleico recombinante de dominio Vy estaria en una estructura de 5'- Promotor - 5' UTR - FW1
+ CDR1 + FW2 + CDR2 + FW3 - CDR3 - FW4 -3' (los casetes de secuencias aleatorias estan subrayados).
Opcionalmente, el &cido nucleico recombinante de dominio V también puede incluir una secuencia de acido nucleico
que codifica una etiqueta proteica (p. gj., etiqueta FLAG, etiqueta Myc, etiqueta HA, etc.) en su extremo 3' como se
describe anteriormente. Ademas, dichos acidos nucleicos recombinantes de dominio Vi se pueden colocar en una
biblioteca de dominio Vi como miembros de la biblioteca del dominio V.

Los acidos nucleicos recombinantes del dominio Vy asi formados se pueden recombinar adicionalmente con acidos
nucleicos recombinantes de la subbiblioteca de V| para formar los acidos nucleicos scFv recombinantes. La figura 5
muestra un método ejemplar de recombinacion de secuencias de subbibliotecas. Como se muestra, y también
tipicamente, una porcién del &cido nucleico recombinante de dominio Vny una porcion del acido nucleico recombinante
de la subbiblioteca de V. se fusionan en uno de los acidos nucleicos scFv recombinantes. Por ejemplo, la porcion del
acido nucleico recombinante de dominio Vi puede incluir 5'- Promotor - [5' UTR - FW1 + CDR1 + FW2 + CDR2 + FW3
- CDR3 - FW4 - 3' (preferiblemente sin ningun acido nucleico que codifique una etiqueta proteica en su extremo 3'), y
la porcién del acido nucleico recombinante de la subbiblioteca de V. puede incluir FW1' + CDR1 + FW2' + CDR2 +
FW3' - CDR3 - FW4' (sin promotor y 5-UTR) de modo que el 4cido nucleico recombinante de la subbiblioteca de V.
se puede fusionar con el extremo 3' de la porcion del acido nucleico recombinante de dominio V. Asi, el acido nucleico
scFv recombinante tipico estaria en una estructura de 5'- Promotor - [5' UTR - FW1 + CDR1 + FW2 + CDR2 + FW3 -
CDR3 - FW4]Vy- [FW1' + CDR1 + FW2' + CDR2 + FW3' - CDR3 - FW4'V_-3". Es muy preferido que la porcién del
acido nucleico recombinante de dominio Vuy la porcion del acido nucleico recombinante de la subbiblioteca de V| se
estén situadas en el mismo marco de lectura de modo que codifiquen un Unico polipeptido.

Preferiblemente, la porcién del acido nucleico recombinante de dominio Viy la porcién del acido nucleico recombinante
de la subbiblioteca de V. se fusionan mediante un &cido nucleico que codifica una porcién conectora (un fragmento
espaciador peptidico corto) entre dos porciones. Puede usarse cualquier longitud y orden adecuados de secuencia
peptidica para la porcién conectora o el espaciador. Sin embargo, se prefiere que la longitud del péptido de la porcion
conectora esté entre 3 y 30 aminodcidos, preferiblemente entre 5 y 20 aminoacidos, mas preferiblemente entre 5y 15
aminoacidos. Por gjemplo, los autores de la invencion contemplan que se emplean secuencias ricas en glicina (p. gj.,
Gly-Gly-Ser-Gly-Gly, etc.) para proporcionar flexibilidad de scFv entre los dominios de Vi y V..

Opcionalmente, los acidos nucleicos scFv recombinantes también pueden incluir una secuencia de &cido nucleico que
codifica una etiqueta proteica (p. gj., etiqueta FLAG, etiqueta Myc, etiqueta HA, etc.) en su extremo 3' como se describe
anteriormente. Ademas, dichos acidos nucleicos scFv recombinantes generados se pueden colocar en una biblioteca
de expresiones como miembros de la biblioteca de expresiones.

En algunas realizaciones, los acidos nucleicos scFv recombinantes asi formados se analizan y/o clasifican
adicionalmente en funcion de sus afinidades de unién a uno o mas ligandos de interés (p. €j., antigenos de cancer,
neoepitopos, etc.), estabilidad, sensibilidad al pH y/o reactividad cruzada entre especies. Por gjemplo, |a estabilidad
de los péptidos scFv codificados por los acidos nucleicos scFv recombinantes se puede analizar mediante
cromatografia de exclusién por tamafo midiendo el tamano del péptido a lo largo del tiempo. Por otro ejemplo, la
sensibilidad al pH y la afinidad de unién de los péptidos scFv codificados por los &cidos nucleicos de scFv
recombinantes se pueden analizar poniendo en contacto los péptidos scFv con uno 0 mas ligandos en diferentes
condiciones de tampoén (pH, temperatura, etc.).

Para esos andlisis y aislamiento adicional de los &cidos nucleicos scFv recombinantes deseados de la biblioteca de
expresiones, los autores de la invencion contemplan que los acidos nucleicos scFv recombinantes pueden estar
presentes en una forma de ARNm, que opcionalmente esta preacoplado con una molécula de puromicina en el extremo
3' de los ARNm. Los ARNm acoplados a puromicina pueden luego traducirse in vitro de modo que los péptidos
transcritos a partir de los ARNm acoplados a puromicina se acoplan con los ARNm por medio de la puromicina. A
continuacion, los péptidos se ponen en contacto con uno o mas ligandos, opcionalmente en diferentes condiciones de
tampon (pH, temperatura, etc.). Preferiblemente, los péptidos que se unen al ligando con una afinidad con una Kp igual
o menor que 10°M, preferiblemente igual o0 menor que 107M, pH entre 5,0 y 8,0, preferiblemente pH entre 6,0 y 8,0,
mas preferiblemente pH entre 6,5 y 8,0, se seleccionan y aislan. Una vez que se aislan los péptidos con alta afinidad
al ligando o ligandos, se pueden generar ADNc de los péptidos aislados por medio de transcripcion inversa in vitro de
los ARNm acoplados con la puromicina y los péptidos.
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Ademas, los ADNc asi generados de los péptidos aislados codificados por acidos nucleicos scFv recombinantes
pueden injertarse y sustituirse en la porcién de la inmunoglobulina para formar una inmunoglobulina recombinante o
fragmentos de la misma. Por ejemplo, el ADNc asi generado puede fusionarse con el esqueleto de la regiéon constante
de la cadena pesada de la inmunoglobulina de modo que la region variable de la cadena pesada vy ligera de la
inmunoglobulina pueda sustituirse con el scFv formado por el péptido aislado. De forma alternativa, los autores de la
invencion también contemplan que la porcién de Vy (o derivada del acido nucleico recombinante de dominio Vi) y la
porcion de V. (o derivada del &cido nucleico scFv recombinante) de los acidos nucleicos scFv recombinantes se puede
injertar y sustituir en la porcién de la inmunoglobulina para formar una inmunoglobulina recombinante o fragmentos de
la misma. Por ejemplo, la porcién de Vi (o derivada del &cido nucleico recombinante de dominio V) y una porcién de
VL (o derivada del &cido nucleico scFv recombinante) de los dcidos nucleicos scFv recombinantes se fusiona con el
esqueleto de |a regidn constante de la cadena pesada o la regidn constante de la cadena ligera de la inmunoglobulina,
respectivamente, para formar una inmunoglobulina con regiones variables especificas del ligando deseado.

En estos gjemplos, se contempla gue la inmunoglobulina puede incluir cualquier tipo (p. ]., 1gG, IgE, IgM, IgD, IgA e
IgY) y cualquier clase (p. gj., 1gG1, 1gG2, 1gG3, IgG4, IgA1 e IgA2) de cadena pesada o dominio constante para
constituir diferentes tipos de inmunoglobulina. Ademas, el "anticuerpo” puede incluir, entre otros, un anticuerpo
humano, un anticuerpo humanizado, un anticuerpo quimérico, un anticuerpo monoclonal, un anticuerpo policlonal. En
este contexto, deberia observarse que los sistemas y métodos contemplados permiten la generacion de anticuerpos
especificos de especie mediante el injerto de dominios de Vy y V| aislados en el resto del anticuerpo de una especie
deseada (p. gj., humana). En otro ejemplo, el ADNc asi generado puede fusionarse con acidos nucleicos que codifican
otra porcién de la inmunoglobulina para formar un fragmento de la inmunoglobulina. En este ejemplo, se contempla
que el fragmento de la inmunoglobulina puede ser fragmentos Fab, fragmentos Fab', F(ab')2, Fv unidos por disulfuro
(sdFv) y Fv. Los autores de la invencion contemplan ademas que una porcion del ADNc asi generado puede fusionarse
con acidos nucleicos que codifican otra porcion de la inmunoglobulina para formar cualguier fragmento que comprenda
ya sea un segmento de Vi y/o un segmento de V,.

Ademas, los autores de la invencion contemplan que las porciones scFv también pueden usarse como entidades de
direccionamiento para diversas proteinas y moléculas no proteicas. Por ejemplo, las porciones scFv pueden acoplarse
(tipicamente como proteina quimérica) a una molécula de tipo ALT-803 para formar una entidad TxM que tiene
capacidad de direccionamiento especifica (véase, por ejemplo, J. Biol Chem. 11 de noviembre de 2016;
291(46):23869-23881). En otro ejemplo, la porcion scFv puede acoplarse a una proteina portadora (p. gj., albimina)
para permitir la administracion especifica de uno o mas farmacos a una ubicacién especifica en un microambiente
tumoral donde los farmacos estan acoplados al excipiente.

Los autores de la invencién contemplan ademas que mediante la construccion de las subbibliotecas por medio de la
diversificacion dirigida de secuencias aleatorias y/o la preseleccion de los miembros de las subbibliotecas, la biblioteca
de expresiones puede lograr aproximadamente una complejidad de 102 con un sacrificio minimo de la diversidad
mediante la eliminaciéon de secuencias inestables, no vinculantes o mal plegadas. Asi, el planteamiento descrito
anteriormente para generar una biblioteca de expresiones proporciona un tamafio significativo de complejidad de
secuencia, pero es practico para el cribado de aglutinantes/anticuerpos en un volumen pequefio. Ademas, el
planteamiento descrito anteriormente para generar una biblioteca de expresiones simplifico el procedimiento de
cribado de los aglutinantes/anticuerpos. Tradicionalmente, la validacion in vitro de cualquier secuencia de acido
nucleico (p. €j., secuencias aleatorias) que codificara un dominio (o motivo) de unién requeria que las secuencias de
acido nucleico se convirtieran en un dominio Fab, luego la afinidad de unién podia someterse a prueba por medio de
un ensayo desplegable con el ligando de interés. Los métodos presentados en la presente memoria permiten la
validacion in vitro de secuencias de acido nucleico que codifican un dominio (o motivo) de unién mediante clasificacion
por afinidad (p. gj., valor Kd), sensibilidad al pH y reactividad cruzada entre especies (p. gj., mediante ensayo de
resonancia de los plasmones superficiales, etc.) sin convertir las secuencias de &cido nucleico en el dominio Fgp.
Ademaés, la preseleccion de miembros de cada biblioteca en funcién de la estabilidad y la sensibilidad reduce el
conjunto que se va a someter a prueba en la biblioteca, de modo que los dominios de aglutinantes/scFv/anticuerpos
deseados se pueden identificar mas rapida y eficazmente. Por lo tanto, los autores de la invencion también contemplan
métodos para el aislamiento de aglutinantes de alta afinidad (p. €j., con Kd nanomolar y picomolar) de un conjunto de
alta diversidad usando técnicas de presentacion de ARNm en las que los miembros de la biblioteca después de la
traslacion in vitro se seleccionan contra un antigeno unido a fase sélida. Una vez que se identifican los aglutinantes,
se pueden caracterizar adicionalmente mediante espectroscopia de resonancia de los plasmones superficiales con
respecto a la afinidad y las caracteristicas de Ko/Kox como se describe con mas detalle a continuacion. Visto desde una
perspectiva diferente, los sistemas y métodos contemplados permiten la deteccion rapida de aglutinantes y la generacion
de scFv o anticuerpos en un proceso que es completamente independiente de un sistema inmunitario in vivo.

Ejemplos

Si bien se puede contemplar cualquier esquema de diversificacion adecuado para identificar regiones de diversificacion
dirigida para maximizar la diversidad al mismo tiempo que se mantiene la eficacia, los autores de la invencién
encontraron que VH3/Vk1 puede ser una de las buenas regiones candidatas para la aleatorizacion entre los diversos
dominios de inmunoglobulina, el VH3 se considera de lejos el dominio Vi mas estable y soluble, y el Vk1 de la cadena
ligera es estable y soluble. Asi, se contempla que los pares aleatorios VH3/Vk1 se convertiran en una inmunoglobulina
de tamafio completo mas eficazmente. En consecuencia, los autores de la invencién desarrollaron una estrategia de
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preseleccion utilizando los marcos VH3 y Vki1. La figura 1 muestra una estrategia de aleatorizacion ejemplar utilizando
pares VH3/VKk1. Se comparan y se analizan secuencias de proteinas de por lo menos 14 moléculas de inmunoglobulina
especificas de un antigeno. Las secuencias mas estables y conservadas entre 14 moléculas de inmunoglobulina se
usan como estructuras y se analizan el grado de aleatorizacion y los locus de secuencias variables para usarlas como
secuencias aleatorias y el grado de aleatorizacion (p. ej., completamente aleatorio, parcialmente aleatorio, etc.).

Basandose en la estrategia de aleatorizacion, los autores de la invencidn generaron ademas secuencias diversificadas
especificas (secuencias aleatorizadas, oligos aleatorios) para CDR1, CDR2-n, CDR2-c del dominio Vy (véase la figura
2) y para CDR3 de dominio V4 (véase la figura 3). El proceso de generacion de 4cidos nucleicos scFv recombinantes
utilizando los oligos aleatorios de CDR1, CDR2-n, CDR2-c, CDR3 del dominio Vi, y CDR3 del dominio V_se describe
anteriormente y también se muestra en el diagrama esquematico de la figura 4. Se construy6 una biblioteca de alta
diversidad como se muestra a modo de ejemplo en |a figura 5 y se analizé con mas detalle anteriormente.

Usando el esquema de diversificacion dirigida y los métodos para generar acidos nucleicos scFv recombinantes como
se describe en las figuras 1-5, los autores de la invencion generaron una biblioteca de alta diversidad y aislaron de
ella un aglutinante de a-B7-H4gg1 recombinante (a-B7-H4, nimero de clon 801). La estabilidad del a-B7-H4goq
recombinante se determiné mediante cromatografia analitica de exclusion por tamafio durante 15 minutos para evaluar
cualquier degradacién o deformacion del anticuerpo. Como se muestra en la figura 6, el eluato de a-B7-Hdgy1 muestra
un solo pico sin picos mas pequefios significativos, lo que indica el aglutinante de a-B7-H4gp1 generado mediante los
métodos descritos anteriormente podria producir scFv 0 un anticuerpo con alta estabilidad.

Los autores de la invencién encontraron que el recombinante a-B7-H4sp1 comprende componentes de anticuerpo
sustancialmente parecidos a otros anticuerpos a-B7-H4 disponibles comercialmente (Rituxan®, LEAF®). Los
fragmentos del a-B7-H4gy1 recombinante y dos anticuerpos a-B7-H4 disponibles comercialmente (Rituxan®, LEAF®)
se analizaron por medio de electroforesis capilar con dodecilsulfato de sodio (CE-SDS). Como se muestra en la figura
7, 1a separacion CE-SDS del anticuerpo B7-H4go: recombinante y dos fragmentos de anticuerpos a-B7-H4 disponibles
comercialmente (Rituxan®, LEAF®) muestran dos picos profundos, cada uno de los cuales corresponde a la cadena
ligera (pico medio) y a la cadena pesada glicosilada (pico derecho). El pico izquierdo indica la ubicacion de un marcador
estandar de 10 Kd para el analisis CE-SDS.

Los autores de la invencién encontraron ademas que diversos anticuerpos a-B7-H4 recombinantes pueden mostrar
diferentes caracteres de union (p. gj., afinidades, especificidades, etc.) al ligando diana. La figura 8 muestra dos
anticuerpos a-B7-H4 recombinantes, a-B7-H4g1 y a-B7-H4g17 que se someten a prueba para determinar su unién con
células 293T que expresan B7-H4, medidas con la intensidad de fluorescencia media (MFI). Los resultados muestran
que los anticuerpos a-B7-H4ggs tienen una mayor afinidad de unién a las células 293T que expresan B7-H4 en
comparacién con los anticuerpos a-B7-H4z17, que indican dominios CDR aleatorizados de manera diferente, pueden
generar diferentes afinidades de unién al ligando. Los paneles situados mas a la derecha muestran el experimento de
control con IgG1 humana no especifica (hlgG1).

Los anticuerpos a-B7-H4 recombinantes se sometieron a prueba adicionalmente para determinar la unién especifica
y eficaz a los ligandos (B7-H4) expresados en las células presentadoras de antigeno (APC) mediante citometria de
flujo. Como se muestra en la figura 9, los anticuerpos a-B7-H4 recombinantes podrian unirse especificamente a
ligandos B7-H4 (separando el pico de la union de isotipo no especifico), lo que indica que los anticuerpos a-B7-H4
recombinantes son completamente funcionales.

Los autores de la invencién también encontraron que el péptido scFv frente al B7-H4 (scFv B7-H4g4) y los anticuerpos
a-B7-H4 recombinantes (IgG a-B7-H4g01) generados por el mismo péptido scFv con el scFv B7-H4gy: son
funcionalmente compatibles utilizando el ensayo de resonancia de los plasmones superficiales. En este ensayo, los
scFv B7-H4gp1 etiquetados con Flag se inmovilizan en la superficie por medio de un anticuerpo biotinilado con Flag,
que se acopla con neutravidina unida a la superficie. A continuacion, los péptidos scFv B7-H4gp1 inmovilizados en la
superficie se ponen en contacto con el analito que incluye B7-H4. Se realizé un ensayo parecido con anticuerpos a-
B7-H4. Como se muestra en la figura 10 y la Tabla 3, el scFv B7-H4gp1 e 1gG a-B7-Hdg1 muestran afinidades y
caracteristicas de unién sustancialmente parecidas al B7-H4, lo que indica que son funcionalmente compatibles.
Ademas, como la afinidad vinculante del péptido traducido in vitro (scFv) se puede medir directamente sin injertar el
péptido en la estructura principal de un anticuerpo, se pueden cribar mas acidos nucleicos scFv recombinantes
eficazmente en la biblioteca de expresiones.

Ka Kd KD Res sd
lgG 1,2e® 2,0e* 175 pm 0,391
scFv 1,2e6 1,7e* 141 pm 0,353
Tabla 3

Entre una pluralidad de péptidos scFv contra B7-H4 con diversos casetes de secuencias aleatorias en CDR1-3 de Vi
y CDR3 de V., los autores de la invencién examinaron si las similitudes en dominios especificos (casetes de
secuencias aleatorias especificos) pueden hacer que los péptidos scFv tengan caracteristicas de unién parecidas al
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ligando. Se examinaron cinco péptidos scFv (801, 802, 905, 906 y 817) para determinar sus afinidades de unién al B7-
H4. Entre ellos, como se muestra en la Tabla 4, cuatro péptidos scFv (clon 801, 802, 905, 906) tienen secuencias de
CDR3 parecidas. Esos cuatro péptidos scFv que tienen casetes de secuencias aleatorias parecidas en la CDR3 de Vy
muestran afinidades de unién parecidas al B7-H4 (como se muestra en |la Tabla 5) tanto a 25 °C como a 37 °C, lo que
indica que por lo menos en los péptidos scFv contra B7-H4, las secuencias en CDR3 de Vy pueden ser criticas en la
unién con el ligando.

Clon| CDR1 CDR2 CDR3 CDR L3
801 |NSYAMH (SEQ ID |AISGNGGSTR (SEQ ID NO:27) |DRFRKVHG (SEQ ID NO:28) | DATFPL (SEQ ID
NO:26) NO:29)
802 |GSYAMH (SEQ ID |AISGSGGSTR (SEQ ID NO:31) |DLYRRVHG (SEQ ID NO:32) |DYGFPL (SEQ ID
NO:30) NO:33)
905 [SSYLMH (SEQ ID | VISGSGGSTR (SEQ ID NO:35) | DLYRRVAG (SEQ ID NO:36) | DYALPL (SEQ ID
NO:34) NO:37)
906 [SNYAMH (SEQ ID |AISGNGGSTH (SEQ ID NO:39) | DRFRRVYG (SEQ ID NO:40) |DYTFPL (SEQ ID
NO:38) NO:41)
817 [SSYAIVIH (SEQ ID |AISGSGGSTR (SEQ ID NO:43) | GRWSKWG (SEQ ID NO:44) | TDNFPY (SEQ ID
NQO:42) NO:45)
Tabla 4
Temp. scFv ka kd KD
25°C 801 1,20E+06 2,00E-04 174 pM
802 4,50E+05 2,40E-05 54 pM
905 4,10E+05 1,20E-04 290 pM
906 1,70E+05 1,00E-05 59 pM
37°C 801 6,10E+05 7,30E-04 1,2 nM
802 5,70E+05 5,50E-04 1,0 nM
905 5,80E+05 9,70E-04 1,7 nM
906 2,80E+05 3,80E-04 1,4 nM
Tabla &

Los autores de la invencion también generaron una pluralidad de péptidos scFv que se unen a la interleucina-8 (IL-8)
(scFv IL-8) usando las subbibliotecas y la biblioteca de expresiones, y examinaron la afinidad a la IL-8 en diferentes
condiciones (temperaturas y pH). En la Tabla 6 se muestran ejemplos de péptidos scFv IL-8 y sus afinidades de union
medidas en diversas condiciones. Entre los clones mostrados en la Tabla 6, los clones 49-7, 49-1 y 49-12 contienen
secuencias de CDR3 de Vy parecidas, y los clones 49-19, 49-37 y 49-25 contienen secuencias de CDR3 de Vy
parecidas. Ademas, los clones 49-3 y 43-2 contienen secuencias de CDR3 de Vy parecidas. A diferencia de los
péptidos scFv contra B7-H4, los autores de la invencidn encontraron que la afinidad de unién de los péptidos scFv IL-
8 puede no depender criticamente de las similitudes en secuencias aleatorias de CDR3 de V4. Por gjemplo, mientras
los clones 49-18, 49-37 y 49-25 contienen secuencias de CDR3 de Vy parecidas, la afinidad de uniéon (unidad medida
en Kp x 10-9 M) de esas secuencias varia entre 0,894 x 109 My 25 x 109 M.

clon recuento 25°C pH 6 25°C pH 6 37 °C
49-31 1/36 0,012 0,0025

49-22 3/36 0,113 0,328

49-7 1/36 0,166 0,462

49-32 1/36 0,239 0,714

49-34 1/36 0,618 0,342

49-18 1/36 0,894 2,23

49-3 4/36 1,26 6,68 2,14 3,14 9,19
43-2 5/16 1,41 1,3 0,79 0,96 0,89
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49-37 1/36 1,46 4,01
43-12 3/16 1,5 11,04
49-10 6/36 1,65 8,58 2,21 8,7 3,45
49-1 1/36 2,66 6,13
49-6 1/36 4,8 17,6
49-12 3/36 10,1 11,9
49-25 2/36 25 7,26
Tabla 6

Los autores de la invencion sometieron a prueba ademas si el scFv IL-8 puede captar eficazmente la IL-8 para
neutralizar de ese modo el efecto de |a IL-8 midiendo el tamafio de los neutrofilos. En general, los neutréfilos aumentan
de tamafio (p. gj., tienen un didmetro mayor, etc.) tras ser estimulados por la IL-8 (como se muestra en la figura 11).
Los autores de la invencién encontraron gque dicho efecto de la IL-8 sobre el agrandamiento de los neutréfilos podria
eliminarse en gran medida tras la adicién del anticuerpo a-IL-8 recombinante (mAb alL-82g1, como se muestra en la
figura 12, grafico superior izquierdo) o varios péptidos scFv IL-8 (alL-84, allL-849.3, alL-849.190, cCOMO $e muestra en la
figura 12, gréficos de la parte inferior), lo que indica que los péptidos scFv IL-8 podrian neutralizar eficazmente el
efecto de la IL-8 uniéndose a la IL-8 libre en los medios.

La IL-8 es un factor quimiotactico de los neutréfilos que hace que los neutréfilos migren hacia el sitio de liberacion de
la IL-8 (p. €]., el sitio de la infeccion). Para evaluar el efecto funcional de los péptidos scFv IL-8, se colocaron neutréfilos
en la parte inferior del inserto que tenia una membrana porosa y se colocaron en medios que incluian diversas
concentraciones de la IL-8 de modo que los neutréfilos atraidos por la IL-8 pudieran transmigrar fuera del inserto a
través de la membrana porosa hacia los medios. Como se muestra en la figura 13, el nimero de neutréfilos migrados
aument6 al aumentar la concentracion de la IL-8 en los medios. Curiosamente, dicho efecto de la IL-8 se ha abolido
casi por completo tras la adicion del péptido scFv IL-8 (alL-843.2) 0 el anticuerpo IL-8 recombinante derivado de un
péptido scFv IL-8 (mAb alL-8201).

La figura 14 representa datos experimentales adicionales para una variedad de scFv aislados utilizando la biblioteca
de presentacion de ARNm tal como se presenta en la presente memoria. Mas especificamente, cada punto de datos
representa un scFv para la diana indicada en la parte inferior y se determinaron los valores de afinidad para cada scFv.
Como se puede ver facilmente, la (misma) biblioteca produjo miltiples aglutinantes de alta afinidad para una variedad
de dianas distintas, con todos los aglutinantes en el intervalo de afinidad submicroM y muchos en el intervalo de
afinidad subnanoM. Ademas, los autores de la invencion también estudian si la afinidad de los scFv podria conservarse
tras el injerto de CDR en una IgG humana. La figura 15 representa resultados ejemplares de 29 experimentos de
injerto de CDR para scFv seleccionados que se injertaron en una estructura de lgG1 humana. Como se puede observar
en los resultados de la figura 15, los anticuerpos |gG1 humanizados conservaron una alta especificidad y afinidad
(tipicamente dentro de un orden de magnitud).

En particular, los términos "comprende” y "que comprende” deben interpretarse como referidos a elementos,
componentes o0 etapas de manera no exclusiva, indicando que los elementos, componentes o etapas a los que se
hace referencia pueden estar presentes, utilizados o combinados con otros elementos, componentes o etapas a los
gue no se hace referencia expresamente. Tal como se utiliza en la descripcion de la presente memoria y en las
reivindicaciones siguientes, el significado de "un", "una" y "el" incluye una referencia plural a menos que el contexto
indique claramente lo contrario. Ademas, tal como se utiliza en la descripcion de la presente memoria, el significado
de "en" incluye "en" y "sobre" a menos que el contexto indique claramente lo contrario. Cuando las reivindicaciones
de la memoria descriptiva se refieren a por lo menos uno de algo seleccionado del grupo que consisteen A, B, C... y
N, el texto debe interpretarse como que requiere solo un elemento del grupo, no Amas N, o B mas N, etc.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para generar una biblioteca de acidos nucleicos de alta diversidad que codifica una pluralidad de
anticuerpos o fragmentos de anticuerpos, en el que los miembros de dicha biblioteca de acidos nucleicos de alta
diversidad comprenden cada uno de forma independiente una pluralidad de casetes aleatorios derivados de (1) una
subbiblioteca de CDR1/2 de Vy, (2) una pluralidad de subbibliotecas de CDR3 de Vi y (3) una subbiblicteca de Vi, en
el que cada uno de dichos casetes aleatorios tiene independientemente una pluralidad de posiciones base
degeneradas, comprendiendo el método:

generar o proporcionar (1) la subbiblioteca de CDR1/2 de Vy, (2) |a pluralidad de subbibliotecas de CDR3 de Vy
y (3) la subbiblioteca de V|, en la que cada una de las subbibliotecas (1)-(3) comprende una pluralidad de
miembros;

en el que cada miembro de las subbibliotecas comprende por lo menos uno de dichos casetes aleatorios que
tiene una pluralidad de posiciones base degeneradas; y

recombinar por lo menos porciones de por lo menos dos miembros de la subbiblioteca de CDR1/2 de V4, la
pluralidad de subbibliotecas de CDR3 de V4 y la subbiblioteca de V| para formar un miembro de la biblioteca de
expresiones en una biblioteca de expresiones, en el que |a biblioteca de expresiones comprende una pluralidad
de miembros de la biblioteca de expresiones, codificando cada miembro de la biblioteca de expresiones un
anticuerpo o fragmento de anticuerpo distinto.

2. El procedimiento de la reivindicacién 1, en el que:
(i) la pluralidad de miembros de las subbibliotecas tiene secuencias comunes; o
(ii) el anticuerpo o fragmento de anticuerpo distinto comprende un scFv

y, opcionalmente, el método comprende ademas subclonar el miembro de la biblioteca de expresiones para
construir una lgG1 que tiene el scFv;

(i) el procedimiento ademas comprende:
transcribir el miembro de la biblioteca de expresiones en un fragmento de ARNm, y
acoplar una molécula de puromicina en el extremo 3' del fragmento de ARNm.

3. Un método para generar un anticuerpo recombinante, que comprende el método de |a reivindicacion 1 y ademas la
etapa de:

generar el anticuerpo recombinante o fragmento del mismo usando el miembro de la biblioteca de expresiones.
4. El procedimiento de la reivindicacion 3, en el que:

(i) el anticuerpo recombinante o fragmento del mismo se genera subclonando el miembro de la biblioteca de
expresiones en un vector de anticuerpo que, opcionalmente, comprende un dominio constante de
inmunoglobulina de cadena pesada seleccionado del grupo que consiste en:

(a) un dominio constante de IgG1 humana,
(b) un dominio constante de IgG2 humana,
(c) un dominio constante de IgG3 humana,
(d) un dominio constante de IgG4 humana, y
(e) un dominio constante de IgA humana; o
(ii) el anticuerpo o fragmento del mismo se selecciona entre un grupo que consiste en:
(a) una molécula de inmunoglobulina completa,
(b) un scFv,
(c) un anticuerpo monoclonal,
(d) un anticuerpo humano,
(e) un anticuerpo humanizado,

(f) un anticuerpo guimeérico,
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(g) un fragmento Fab,
(h) un fragmento Fab',
(i) un F(ab')2,
(yunFv,y

(

k) un Fv unido por disulfuro.

5. El procedimiento de la reivindicacién 1 o la reivindicacion 3, en el que:

(i) cada uno de los miembros de la biblioteca de expresiones comprende una pluralidad de casetes aleatorios; o

(ii) la recombinacién comprende aislar por lo menos porciones de los miembros de la subbiblioteca de CDR1/2
de Vu y una de la pluralidad de subbibliotecas de CDR3 de V y fusionarlos para formar una miembro de la
biblioteca de dominio Vy en una biblioteca de dominio Vi,

en el que la biblioteca de dominio Vi comprende una pluralidad de miembros de la biblioteca de dominio Vi,

y, opcionalmente, el método comprende ademas aislar por lo menos una porcién del miembro de la subbiblioteca
de V. y fusionar la porcién del miembro de la subbiblioteca de V. con uno de los miembros de la biblioteca de
dominio Vy para formar el miembro de la biblioteca de expresiones, en el que, preferiblemente, la porcion del
miembro de |la subbiblioteca de V| esta acoplada mediante una secuencia que codifica una porcién conectora,
en particular una porcién conectora que es un péptido rico en glicina; o

(iii) la recombinacion comprende aislar por lo menos porciones de los miembros de la subbiblioteca de CDR1/2
de Vu y una de la pluralidad de subbibliotecas de CDR3 de Vy y fusionarlas para formar un primer grupo de
miembros de la biblioteca de expresiones.

y, opcionalmente, el método comprende ademas un segundo grupo de miembros de la biblioteca de expresiones,
en el que el segundo grupo comprende por lo menos porciones de los miembros de la subbiblioteca de V; y,
preferiblemente, comprende ademas subclonar un miembro de cada uno de los grupos primero y segundo para
formar una IgG1 que tiene un dominio Vi y un dominio V. recombinantes; o

(iv) el método de la reivindicacion 1, que comprende ademas seleccionar un subconjunto de los miembros de la
biblioteca de expresiones basandose en por lo menos uno de los siguientes: afinidad por un ligando, sensibilidad
al pH y reactividad cruzada entre especies,

y, opcionalmente, comprende ademas seleccionar un subconjunto de los miembros de la biblioteca de
expresiones gque codifican scFv que se unen al ligando a una Kd inferior a 50 nM.

6. Una composicion que tiene una pluralidad de bibliotecas de acidos nucleicos, que comprende:

(1) una subbiblioteca de CDR1/2 de Vu, (2) una pluralidad de subbibliotecas de CDR3 de V4 y (3) una
subbiblioteca de V;

en el que cada una de las subbibliotecas (1)-(3) comprende una pluralidad de miembros; y

en el que cada miembro de las subbibliotecas comprende por lo menos un casete aleatorio que tiene una
pluralidad de posiciones base degeneradas.

7. La composicion de la reivindicacion 6, en el que:

(i) la composicion comprende ademdas una secuencia de acido nucleico que codifica una porcion conectora
peptidica flexible; o

(i) por lo menos una de las subbibliotecas (1)-(3) comprende una secuencia de acido nucleico que codifica una
porcién conectora peptidica flexible; o

(ii) una primera de la pluralidad de subbibliotecas de CDR3 de V4 tienen una longitud que es diferente de una
segunda de la pluralidad de subbibliotecas de CDR3 de Vi; 0

(iv) la pluralidad de posiciones base degeneradas es por lo menos dos posiciones base degeneradas; o

(v) la composicion comprende ademas una biblioteca de dominio Vi que tiene una pluralidad de miembros de la
biblioteca de dominio Vi, en el que cada uno de los miembros de |a biblioteca de dominio Vi incluye por lo menos
una porcién de un miembro de la subbiblioteca de CDR1/2 de V4 y por lo menos una porcién de un miembro de
una de las subbibliotecas de CDR3 de V.
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8. Una composicion de biblioteca de acidos nucleicos de alta diversidad que tiene una pluralidad de miembros de
biblioteca, en la que cada miembro de biblioteca comprende:

un acido nucleico recombinante que comprende una pluralidad de casetes aleatorios, teniendo cada uno una
pluralidad de posiciones de bases degeneradas;

en el que la pluralidad de casetes aleatorios se deriva de por lo menos dos miembros de cada uno de (1) una
subbiblioteca de CDR1/2 de V4, (2) una pluralidad de subbibliotecas de CDR3 de Vy y (3) una subbiblioteca de
Vi y

en el que cada una de las subbibliotecas comprende una pluralidad de miembros.
9. La composicion de la reivindicacion 8, en el que:

(i) la pluralidad de miembros de la biblioteca comprende una porcion conectora entre dos de |a pluralidad de
casetes aleatorios; 0

(i) cada miembro de |a biblioteca codifica un anticuerpo o fragmento de anticuerpo distinto; o

(iii) la pluralidad de miembros de la biblioteca se clasifica basandose en por lo menos uno de los siguientes:
afinidad por un ligando, sensibilidad al pH y reactividad cruzada entre especies; 0

(iv) los miembros de la biblioteca son fragmentos de ARNm, cada uno de los cuales esta acoplado con puromicina
en el extremo 3'.

10. El método de la reivindicacion 1 o la reivindicacion 3, o la composicion de la reivindicacion 6 o la reivindicacion 8,
en el que:

(i) la pluralidad de miembros de la subbiblioteca de CDR1/2 de Vi comprende un casete aleatorio correspondiente
a por lo menos uno de: una porcién de CDR1 de Vi y una porcion de CDR2 de Vy; 0

(i) la pluralidad de miembros de la subbiblioteca de CDR1/2 de Vu comprende una pluralidad de casetes
aleatorios correspondientes a por lo menos uno de: una porcién de CDR1 de Vy y una porcion de CDR2 de Vi,
preferiblemente a por lo menos la porcion de CDR2 de Vi; o

(i) la pluralidad de miembros de las subbibliotecas de CDR3 de Vn comprende un casete aleatorio
correspondiente a por lo menos una porcién de CDR3 de Vi; o

(iv) por lo menos dos casetes aleatorios de miembros de las subbibliotecas de CDR3 de V4 codifican péptidos
con diferentes longitudes, preferiblemente en un intervalo de 10-20 aminoacidos; o

(v) la pluralidad de miembros de la subbiblioteca de V. comprende un casete aleatorio en una porcion de CDR3
de Vy.

11. El método de la reivindicacion 3, o la composicion de la reivindicacion 6 u 8, en el que la pluralidad de miembros
de las subbibliotecas comprende una secuencia consenso.

12. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en el que los casetes aleatorios comprendidos por los
miembros de la subbiblioteca de CDR1/2 de V4 se han generado usando oligonucledtidos seleccionados entre los
establecidos en la SEQ ID NO:1 - SEQ ID NO:16, los casetes aleatorios comprendidos por los miembros de las
subbibliotecas de CDR3 de Vy se han generado utilizando oligonucleétidos seleccionados entre los establecidos en la
SEQ ID NO:17, y los casetes aleatorios comprendidos por los miembros de |la subbiblioteca de V. se han generado
utilizando oligonucleétidos seleccionados entre los establecidos en la SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO:25.

13. Uso de la composicion que tiene una pluralidad de bibliotecas de acidos nucleicos segun una cualquiera de las
reivindicaciones 6, 7 y 10 a 12 para generar una biblioteca de acidos nucleicos de alta diversidad.
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Cribado Kpmediante SPR a partir de la expresion scFv in vitro
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