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DESCRIPCION

Procedimiento para la generacién de diversidad.

La presente invencion se refiere a un procedimiento para generar diversidad en un gen o producto génico apro-
vechando la capacidad de hipermutaciéon somdtica natural de las células productoras de anticuerpos, asi como a las
estirpes celulares que pueden generar diversidad en productos génicos definidos.

Muchos enfoques in vitro para la generaciéon de diversidad en productos génicos se basan en la generacién de
un nimero muy grande de mutantes que se seleccionan a continuacién utilizando potentes tecnologias de seleccion.
Por ejemplo, la tecnologia de exposicion en fagos ha tenido mucho éxito proporcionando un vehiculo que permite
la seleccion de una proteina expuesta (Smith, 1985; Bass et al., 1990; McCafferty et al., 1990; para estudios véase
Clackson y Wells, 1994). Asimismo, se han seleccionado ligandos peptidicos especificos para la unién a receptores
por seleccién de afinidad utilizando grandes bancos de péptidos unidos al terminal C del represor Lacl de lac (Cull
et al., 1992). Cuando se expresa en E. coli la proteina represora une fisicamente el ligando al pldsmido codificador
mediante la fijacién a una secuencia del operador lac en el plasmido. Ademads, se ha descrito también un sistema de
exposicion en el polisoma completamente in vitro (Mattheakis et al., 1994) en el que los péptidos nacientes estdn
unidos fisicamente mediante el ribosoma al ARN que les codifica.

El repertorio primario de especificidades de anticuerpos se crea in vivo mediante un proceso de cambio de posicion
del ADN que implica la unién de segmentos de los genes V, D y J de inmunoglobulina. Después del encuentro del
antigeno en el ratén y el hombre, los genes V cambiados de posicion en estos linfocitos B que han sido activados por el
antigeno se someten a una segunda onda de diversificacion, esta vez por hipermutacién somética. Esta hipermutacion
genera el repertorio secundario a partir del que las buenas especificidades de unién pueden seleccionarse permitiendo
asi la maduracién por afinidad de la respuesta inmunitaria humoral.

Los sistemas de seleccién artificial hasta la fecha se basan mucho en la mutacién inicial y en la seleccién, similar
en concepto a la fase inicial del cambio de posicion V-D-J que aparece en la produccién del anticuerpo natural, porque
proporciona la generacién de un repertorio “fijo” de mutantes de producto génico a partir del cual pueden seleccionarse
los productos génicos que tienen la actividad deseada.

La seleccién y evolucion del ARN in vitro (Ellington y Szostak, 1990), denominada a veces SELEX (evolucién
sistematica de ligandos por enriquecimiento exponencial) (Tuerk y Gold, 1990) permite la seleccién tanto de la ac-
tividad de unién como quimica, pero solamente para los dcidos nucleicos. Cuando la seleccion es para la unién, una
mezcla de dcidos nucleicos se incuba con el sustrato inmovilizado. Los no aglutinantes se lavan fuera, a continuacién
se liberan los aglutinantes, se amplian y el proceso en su conjunto se repite en etapas iterativas para enriquecer las
secuencias que se unen mejor. Este procedimiento puede también adaptarse para que permita el aislamiento de ARN
y ADN cataliticos (Green y Szostak, 1992; para estudios véase Chapman y Szostak, 1994; Joyce, 1994; Gold et al.,
1995; Moore, 1995). SELEX, por lo tanto, permite etapas ciclicas de mejoramiento de la actividad deseada, pero esta
limitada en su alcance a la preparacion de acidos nucleicos.

A diferencia en el sistema inmunitario natural, sin embargo, los sistemas de seleccién artificial son poco adecuados
a cualquier forma facil de “maduracién por afinidad” o para las etapas ciclicas de la generacién y desarrollo del
repertorio. Una de las razones para esto es que es dificil dirigir las mutaciones a las regiones de la molécula donde son
necesarias, tanto los ciclos posteriores de mutacién como la seleccién no conducen al aislamiento de las moléculas
con actividad mejorada con eficacia suficiente.

Mucho de lo que se conoce acerca del proceso de hipermutacidon somdtica que acontece durante la maduracién
por afinidad en la produccién del anticuerpo natural procede de un andlisis de las mutaciones que han sucedido du-
rante la hipermutacién in vivo (para estudios véase Neuberger y Milstein, 1995; Weill y Raynaud, 1996; Parham,
1998). La mayoria de estas mutaciones son sustituciones nucleotidicas individuales que se introducen paso a paso.
Ellas se dispersan en un dominio V cambiado de posicién, aunque estos puntos conflictivos caracteristicos, y las
sustituciones presentan un sesgo para las transiciones basicas. Las mutaciones se acumulan en gran medida duran-
te la expansion de linfocitos B en los centros germinativos (en lugar de durante otras etapas de la diferenciacién y
proliferacién de linfocitos B) con la velocidad de incorporacién de sustituciones nucleotidicas en el gen V duran-
te la fase de hipermutacién estimada entre 10~ y 10~ pb~! generacién™ (McKean et al., 1984; Berek y Milstein,
1988).

La posibilidad de que las estirpes celulares linfoides puedan proporcionar un sistema tratable para investigar la
hipermutacién fue considerada hace muchos afios (Coffino y Scharff, 1971; Adetugbo et al., 1977; Briiggemann et
al., 1982). Evidentemente, es importante que la velocidad de mutacién del gen V en la estirpe celular en estudio
sea suficientemente elevada no solamente para proporcionar un ensayo operable sino también que asegure que las
mutaciones son generadas verdaderamente por el mecanismo de hipermutacién de anticuerpos localizado en lugar de
reflejar una velocidad de mutacién generalmente aumentada ya que estd asociada de forma caracteristica a muchos
tumores. Se han realizado exhaustivos estudios sobre mutacién controlando la reversion de los codones de terminacién
en Vy en estirpes celulares pre-B y de plasmocitoma de ratén (Wabl et al., 1985; Chui et al., 1995; Zhu et al., 1995;
estudiado por Green et al., 1988). La estrategia alternativa del secuenciado directo del gen V expresado ha indicado
que la diversificacion del gen Vy en varios linfomas foliculares, de Burkitt y Hodgkin puede continuar después del
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caso de transformacién inicial (Bahler y Levy, 1992; Jain et al., 1994; Chapman et al., 1995 y 1996; Braeuninger et
al., 1997). El secuenciado directo ha puesto de manifiesto también una extensién baja de mutaciones en una linea de
linfoma folicular clonado exponiendo que la diversificacién de Vy puede continuar in vitro (Wu et al., 1995). Ninguno
de los informes de la mutacidn constitutiva en las estirpes celulares mencionadas anteriormente proporciona pruebas
de que las mutaciones observadas son el resultado de la hipermutacién directa, como se observa en la diversificacién
del anticuerpo natural, que se concentra en los genes V, en oposicion a la propension general a la mutacion tal como
se describe en muchas estirpes celulares tumorales de diferentes linajes.

Recientemente, la hipermutacién se ha provocado en una estirpe celular por Denepoux et al. (1997), cultivando
las células en presencia de anticuerpo antiinmunoglobulina y linfocitos T activados. Sin embargo, la hipermutacién
observada se indicé que era provocada, no constitutiva.

Sumario de la invencion

La presente invencién proporciona un procedimiento tal como se describe en las reivindicaciones adjuntas. Tam-
bién se describe en ésta un procedimiento para preparar una estirpe celular linfoide capaz de hipermutacién constitutiva
dirigida de una regién de 4cido nucleico diana que comprende la identificacién de una poblacién celular para continuar
la diversificacion de la secuencia diana, y seleccionar una célula en la que la velocidad de mutacién del dcido nucleico
diana supere la de otra mutacién de 4cido nucleico en un factor de 100 o més.

Tal como se utiliza en la presente memoria “hipermutacién constitutiva dirigida” se refiere a la capacidad, obser-
vada por primera vez en los experimentos descritos en la presente memoria, de determinadas estirpes celulares para
producir la alteracién de las secuencia de 4cido nucleico de una o més secciones especificas del ADN endégeno o
transgénico de manera constitutiva, que estd sin el requisito de estimulo externo. En las células capaces de hipermuta-
cion constitutiva dirigida, las secuencias fuera de las secciones especificas del ADN endégeno o transgénico no estan
sometidas a velocidades de mutacién por encima de las velocidades de mutacion de fondo.

Una “regién de dcido nucleico diana” es una secuencia o region de dcido nucleico en la célula segin la invencién
que estd sometida a hipermutacién constitutiva directa. El dcido nucleico diana puede comprender una o mas unida-
des de transcripcion que codifican productos génicos, que pueden ser homoélogos o heter6logos para las células. Las
regiones de 4cido nucleico diana ilustrativas son los genes V de inmunoglobulina como las encontradas en las células
productoras de inmunoglobulina. Estos genes estdn bajo la influencia de los elementos de regeneracion para la hiper-
mutacién, como se describe con mayor detalle a continuacién, que dirigen la hipermutacién al loci en cuestion. Otras
secuencias de 4cido nucleico diana pueden construirse, por ejemplo sustituyendo las unidades de prescripcion génica
V en los loci que contienen elementos de regeneracion para hipermutacién con otra unidad de transcripcion deseada,
o construyendo genes artificiales que comprenden elementos de regeneracion para la hipermutacion.

“Hipermutacién” se refiere a la mutacién de un dcido nucleico en una célula a una velocidad superior a la del fondo.
Preferentemente, la hipermutacion se refiere a una velocidad de mutacién de entre 1073 y 1073 pb~! generacién™'. Esto
estd en gran medida en exceso de las velocidades de mutacion de fondo, que son del orden de 10~ y 107! mutaciones
pb~! generacién™! (Drake et al., 1988) y de las mutaciones espontdneas observadas en la RCP. 30 ciclos de ampliacién
con la Pfu polimerasa producirian <0,05 x 10~ mutaciones pb™' en el producto, que en el caso presente supondrian
menos de 1 en 100 de las mutaciones observadas (Lundberg et al., 1991).

La hipermutacién es una parte de la generacion natural de los genes con cadena variable (V) de inmunoglobulina.
Segtn la presente invencién por consiguiente, la estirpe celular utilizada en el procedimiento es preferentemente una
estirpe celular que produce inmunoglobulina que puede producir por lo menos un gen V de inmunoglobulina. Un gen
V puede ser un gen con cadena ligera variable (V1) o con cadena pesada variable (Vy), y puede producirse como parte
de una molécula de inmunoglobulina completa; puede ser un gen V de un anticuerpo, un receptor de linfocitos T u
otro miembro de la superfamilia de las inmunoglobulinas. Los miembros de la superfamilia de la inmunoglobulina
estan implicados en muchos aspectos de las interacciones celulares y no celulares in vivo, incluyendo las funciones
extendidas en el sistema inmunitario (por ejemplo, anticuerpos, moléculas receptoras de linfocitos T y similares), la
implicacién en la adhesion celular (por ejemplo las moléculas de ICAM) y la sefializacién intracelular (por ejemplo,
moléculas receptoras, tales como el receptor PDGF). De este modo, las estirpes celulares preferidas utilizadas en el
procedimiento proceden de linfocitos B. Se ha determinado que las estirpes celulares procedentes de linfocitos B que
producen anticuerpos pueden aislarse las cuales conservan la capacidad de hipermutar los genes de la regién V, todavia
no hipermutan otros genes.

En una forma de realizacién preferida, las células utilizadas en el procedimiento segtin la invencién proceden de
las células que hipermutan in vivo o estdn relacionadas con ellas. Las células que hipermutan in vivo son, por ejemplo,
células que expresan inmunoglobulina, tales como linfocitos B. Las células de linfoma, que son tumores celulares
que expresan Ig, son especificamente buenas candidatas para el aislamiento de las estirpes celulares que hipermutan
constitutivamente utilizadas en el procedimiento segtin la presente invencion.

Tal como se utiliza en la presente invencién “identificacién para la diversificacién de la secuencia diana en curso”
se refiere a la determinacién de la presencia de hipermutacién en la regién del dcido nucleico diana de las estirpes ce-
lulares que se estdn sometiendo a ensayo. Esta puede realizarse en una variedad de formas, incluyendo el secuenciado
directo o métodos indirectos tales como el ensayo MutS (Jolly et al., 1997) o controlando la generacién de varian-
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tes de pérdida de inmunoglobulina. Las células seleccionadas segtin este procedimiento son células que exponen la
diversificacion de la secuencia diana.

La poblacion celular que estd sometida a seleccidn por el procedimiento de la invencién puede ser una poblacién
policlonal, que comprende una variedad de tipos de células y/o una variedad de secuencias diana o una poblacién
(mono-)clonal de células.

Una poblacién de células clonales es una poblacion de células derivadas de un tnico clon, de modo que las células
serfan idénticas salvo para las mutaciones que ocurren en las mismas. La utilizacién de una poblacién de células
clonales preferentemente excluye el cultivo conjunto con otros tipos de células, tales como los linfocitos T activados,
con el objetivo de provocar la hipermutacién del gen V.

Las células utilizadas en el procedimiento segin la invencion no se basan en la utilizacién de etapas de induccién
para producir hipermutacién.

Preferentemente, la poblacién de células clonales identificada en la presente invencién procede de un linfocito
B. Provechosamente es una estirpe celular de linfoma, tal como un estirpe celular de linfoma de Burkitt, una estirpe
celular de linfoma folicular o una estirpe celular de linfoma de macrocitos difusos.

Preferentemente, el procedimiento segin la invencién comprende ademads las etapas de aislamiento de una o mas
células con diversificacion de la secuencia diana de exposicion, y que compara la velocidad de acumulacién de muta-
ciones en las secuencias diana con la de las secuencias no diana en las células aisladas.

Una caracteristica de la presente invencién es que la hipermutacién estd dirigida solamente a regiones de dcido
nucleico “diana” especificas, y no se observa fuera de estas regiones de manera general. La especificidad se ensaya de
este modo como parte del procedimiento de la invencién ensayando la velocidad de mutacion de las secuencias distinta
de las secuencias diana. Los genes de la regién C, que no estdn expuestos de manera natural a hipermutacién pueden
utilizarse ventajosamente en dicha técnica, aunque puede utilizarse también cualquier otra regién de dcido nucleico
no sometida a hipermutacién especifica. Como la hipermutacién no depende de la secuencia, la secuencia real de la
region del 4cido nucleico seleccionada a titulo de comparacién no es importante. Sin embargo, no debe someterse a las
secuencias de control que dirigen la hipermutacién, como se describe a continuacién. Convenientemente, la mutacién
de fondo puede evaluarse mediante andlisis de fluctuacién, por ejemplo en el loci HPRT [véase Luria y Delbreck.,
(1943); Capizzi y Jameson, (1973)].

Las células en las que la mutacién de la region diana excede la mutacion de la regién que no es diana son células
capaces de dirigir la hipermutacién constitutiva de una region de dcido nucleico especifica segtin la presente invencion.
El factor por el que la mutacion del gen de la region V excede a otra mutacidon génica es variable, pero en general es
del orden de por lo menos 102, favorablemente 10°, y preferentemente 10* o més.

Las velocidades de mutacién globales y la diversidad pueden aumentarse, por ejemplo mediante la administracién
de mutdgenos o la expresion de genes que modifican la secuencia, tal como la desoxinucleotidil-transferasa terminal
(TdT). Sin embargo, la diferencia entre la hipermutacién y el fondo no es de esperar que aumente de dicha manera.

En un aspecto de la presente invencién, se proporciona un procedimiento para preparar un producto génico que
tiene una actividad deseada, que comprende las etapas siguientes:

a) expresion in vitro de un 4cido nucleico que codifica dicho producto génico ligado funcionalmente a las
secuencias de control que dirigen la hipermutacién en una poblacién clénica de células linfoides, en la
que dicha poblacién clénica de células linfoides pueden alterar una o més secciones especificas del dcido
nucleico sin el requisito para la estimulacién externa;

b) identificar una célula o células en la poblacién de células que expresa un producto génico mutante que tiene
la actividad deseada; y

¢) determinar una o mds poblaciones clonales de células procedentes de la célula o células identificadas en
la etapa (b) y seleccionar de dichas poblaciones clonales una célula o células que expresan un producto
génico que tiene una actividad deseada mejorada;

en las que las etapas (b) y (c) se repiten de manera iterativa.

La poblacién de células segun la parte a) anterior procede de una poblacién clénica de células linfoides que com-
prende células identificadas por un método como el descrito anteriormente que pueden presentar hipermutacion cons-
titutiva de los genes de la regién V. El producto génico puede de este modo ser el polipéptido de la inmunoglobulina
enddgena, un producto génico expresado por un gen endégeno manipulado o un producto génico expresado por una
unidad de transcripcién heteréloga operativamente unido a secuencias de control que dirigen la hipermutacion soma-
tica, como se describe con mayor detalle a continuacién.
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El 4cido nucleico que es expresado en las células utilizadas en el procedimiento de la invencién y sometidas a
hipermutacion puede ser una region enddgena, tal como la region V enddgena, o una region heteréloga insertada en
la estirpe celular de la invencion. Este puede tomar la forma, por ejemplo, de una sustitucién de la regiéon V endégena
con unidad(es) de transcripcidn heter6loga(s) tal como una regién V heteréloga, conservando las secuencias de control
endégenas que dirigen la hipermutacién; o de la insercién en la célula de una unidad de transcripcion heteréloga bajo
el control de sus propias secuencias de control para dirigir la hipermutacién, en la que la unidad de transcripcién
puede codificar los genes de la regién V o cualquier otro producto génico deseado. El 4cido nucleico utilizado en el
procedimiento segun la invencion se describe con mayor detalle a continuacién.

En la etapa b) anterior, las células son identificadas por la actividad del producto génico deseado. Este puede ser,
por ejemplo el caso de las inmunoglobulinas, una actividad de unién. Pueden también evaluarse otras actividades, tales
como las actividades enzimaticas o similares, utilizando procedimientos de ensayos apropiados. Cuando el producto
génico se desplaza de la superficie de la célula, pueden aislarse las células que producen la actividad deseada para
la deteccidn de la actividad en la superficie de la célula, por ejemplo por fluorescencia o inmovilizando la célula a
un sustrato mediante el producto génico de superficie. Cuando la actividad se segrega en el medio de crecimiento,
o de otro modo evaluable solamente para el cultivo celular completo en oposicién a cada célula individual, presenta
ventajas establecer una diversidad de poblaciones clonales de la etapa a) con objeto de aumentar la probabilidad de
identificar una célula que segrega un producto génico que tiene la actividad deseada. Ventajosamente, el sistema de
seleccion empleado no afecta la capacidad de las células para multiplicarse y mutar.

Preferentemente, se seleccionan en esta etapa (y en la etapa c) las células que expresan productos génicos que
tienen una actividad mejor, mejorada o mds deseable. Dicha actividad es, por ejemplo, una unién de la afinidad mayor
para un ligando dado, o una actividad enzimética mas eficaz. Por lo tanto, el procedimiento permite la seleccion de
células basdndose en la evaluacidn cualitativa y/o cuantitativa de la actividad deseada.

Se describe asimismo en la presente memoria la utilizacién de una célula que puede presentar hipermutacién
constitutiva dirigida de una regién del acido nucleico especifica en la preparacién de un producto génico que tiene una
actividad deseada.

En la utilizacién descrita en la presente memoria, un dcido nucleico que codifica el producto génico que tiene la
actividad deseada estd unida funcionalmente a las secuencias de control, que dirigen la hipermutacién dentro de la
célula. Las generaciones sucesivas de las células de éste modo producen mutantes de la secuencia de 4cido nucleico,
que son segregadas por el procedimiento de la invencion para aislar mutantes con propiedades ventajosas.

Breve descripcion de las figuras
Figura 1. Diversidad de Vy en estirpes de Burkitt

(A) Diversidad de secuencias en los genes Vy cambiados de posicion de cuatro estirpes de linfoma de Burkitt
esporadico, representadas como graficos circulares. El niimero de clones M 13 secuenciados para cada
estirpe celular esté indicado en el centro del grafico circular; los tamafos de varios segmentos representan
la proporcién de secuencias que se distinguen por 0, 1, 2, etc. mutaciones (como se indica) a partir del
consenso.

(B) Relacién dindstica supuesta de las mutaciones de Vy identificada en el cultivo inicial de Ramos. Cada
circulo (con sombreado proporcional a la extension de la mutacién) representa una secuencia distinta con
el niimero de mutaciones acumuladas indicado dentro del circulo.

(C) Extension de la mutacion en los genes V,; cambiados de posiciéon. Dos cambio de posiciones de V, estan
identificados en Ramos. La diversidad y funcion del origen de la estirpe germinativa se representan en la
Figura 1A.

(D) Comparacién de la extensién de mutacién en las regiones Vi y C, en el cultivo de Ramos inicial. Los
gréficos circulares estdn representados en la figura 1A.

Figura 2. Diversificacion constitutiva de Vi en Ramos.

(A) Diversificacién evaluada por un ensayo MutS. Se indica la extension de la mutacién en cada poblacién
deducida por clonacién directa y secuenciado.

(B) Relaciones dindsticas deducidas de la descendencia de tres clones de Ramos independientes.

Figura 3. Distribucién de sustituciones de nucledtidos no seleccionados en la Vi de Ramos.
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Figura 4. La hipermutacién en Ramos genera diversos variantes con pérdida de IgM convertibles.
(A) Esquema que presenta el aislamiento de variantes con pérdida de IgM.

(B) Tabla que demuestra que las mutaciones sin sentido multiples pueden contribuir a la inactivacién de Vy. Se
enumera cada posicion del codén Vy en la que se interrumpe se observa en estas dos poblaciones.

(C) Tabla de velocidades de reversion de variantes de pérdida de IgM.

(D) Secuencia que rodea los codones de interrupcién en los derivados con pérdida de IgM.

Figura 5. Variantes con pérdida de IgM en transfectantes de Ramos que expresan TdT.

(A) Andlisis de inmunotransferencia Western de la expresion de TdT en tres pSV-p8g/TdT y tres transfectantes
de referencia de Ramos.

(B) Gréficos circulares que representan casos de mutacién independientes dando lugar a variantes con pérdida
de IgM.

Figura 6. Tabla de secuencias que resume las mutaciones en Vy distintas de sustituciones de nucleétidos indivi-
duales.

Figura 7. Comparacion de las secuencias aisladas de genes Vy de células de Ramos que tienen pérdida de especifi-
cidad de unién de antiidiotipo (antild1). Las sustituciones nucleotidicas que se diferencian en el consenso de poblacién
de partida se presenta en negrita. Los cambios de aminoécidos previstos se indican, también en negrita.

Figura 8. Diagrama de barras que presenta el enriquecimiento de las células de Ramos para la produccién de una
inmunoglobulina con nueva especificidad de unién, por seleccion iterativa en cinco rondas.

Figura 9. Gréfico de barras que representa la recuperacién mejorada de las células de Ramos que fijan una nueva
especificidad (estreptavidina) aumentando la relacién lecho:célula.

Figura 10. Grifico que representa el aumento en la recuperacion de las células de Ramos de nueva especificidad
de unién segun la concentracién de antigeno diana creciente.

Figura 11. Secuencia Vy derivada de las células de Ramos que se unen a la estreptavidina. En negrita se representan
los cambios de nucleétidos observados en comparacién con la secuencia Vi de la poblacién de partida y los cambios
de aminoécidos previstos.

Figura 12. Cantidad de IgM en los sobrenadantes de células seleccionadas en las rondas 4, 6 y 7 de un proceso
de seleccion para la fijacion de estreptavidina, frente al medio de control y al sobrenadante de células de Ramos no
seleccionadas.

Figura 13. Fijacion con estreptavidina de IgM en los sobrenadantes de la figura 12.

Figura 14. Fijacion con estreptavidina de los sobrenadantes de la ronda 4 y de la ronda 6 de una seleccién para la
fijacion con estreptavidina, analizada por resonancia de plasmén de superficie.

Figura 15. Analisis FACS de fijacién a FITC con estreptavidina de las células seleccionadas en las rondas 4 y 6.
Figura 16. Secuencias Vi y Vi de IgM seleccionada en la ronda 6.
Descripcion detallada de la invencion

En la presente memoria se describe una estirpe celular que hipermuta de manera constitutiva regiones de acido
nucleico seleccionadas. Esto permite el disefio de sistemas que producen productos génicos mutados mediante una
técnica que refleja la mutacidn por afinidad en la produccién de anticuerpos naturales. La estirpe de Burkitt de Ramos
diversifica de manera constitutiva su gen V de inmunoglobulina cambiado de posicién durante el cultivo in vitro.
Esta hipermutacién no requiere el estimulo por los linfocitos T activados, las citocinas afladidas de manera exdgena o
incluso el mantenimiento del receptor antigénico de linfocitos B.

La velocidad de mutacién (comprendida en el intervalo de 0,2 a 1 x 107 pb™' generacién™) es suficientemente
alta para permitir facilmente la acumulacion de una gran base de datos de mutaciones no seleccionadas y asi poner
de manifiesto que la hipermutacién en Ramos presenta la mayoria de las propiedades asociadas cldsicamente con
la hipermutacién del gen V de la inmunoglobulina in vive (la direccién preferencial a V; la acumulacién por etapas
de sustituciones nucleotidicas individuales; el sesgo de la transicién; los puntos conflictivos de la mutacién carac-
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teristicos). La gran mayoria de las mutaciones en la base de datos no seleccionada son sustituciones nucleotidicas
individuales aunque son detectables eliminaciones y repeticiones (algunas veces con una sustituciéon de nucleétidos
flanqueantes). Se ha propuesto también que dichas eliminaciones y repeticiones se generen como consecuencia de la
hipermutacién in vivo (Wilson et al., 1998; Goosens et al., 1998; Wu y Kaartinen, 1995).

El aislamiento de las células que hipermutan de manera constitutiva regiones de 4dcido nucleico seleccionadas
se basa en el control de la mutaciéon génica de V en las estirpes celulares procedentes de las células que producen
anticuerpos tales como los linfocitos B. El procedimiento de seleccion utilizado en la invencién puede configurarse de
numerosas maneras.

Seleccion de células hipermutantes

Las células hipermutantes pueden seleccionarse de entre una poblacién de células mediante varias técnicas, in-
cluyendo el secuenciado de secuencias diana, la seleccidn para la expresion de la pérdida de mutantes, el andlisis
utilizando la proteina bacteriana MutS y la seleccion para el cambio en la actividad del producto génico.

Una de las propiedades de la hipermutacién de los 4cidos nucleicos diana es que el proceso da como resultado la
introduccién de codones de terminacién en la secuencia diana con una frecuencia mayor que la que se observaria en
ausencia de hipermutacion. Esto da como resultado la pérdida de produccién de un producto génico procedente de la
célula. Esta pérdida puede aprovecharse para identificar células que son secuencias de dcido nucleico hipermutantes.

En una forma de realizacién preferida de la invencidn, el dcido nucleico diana codifica una inmunoglobulina. La
pérdida de inmunoglobulina puede ser detectada tanto para las células que segregan inmunoglobulinas en el medio
de cultivo, como para las células en las que la inmunoglobulina estd expuesta en la superficie celular. Cuando la
inmunoglobulina estd presente en la superficie celular, su ausencia puede identificarse para cada una de las células, por
ejemplo por andlisis FACS, microscopia inmunofluorescente o inmovilizacion del ligando a un soporte. En una forma
de realizacion preferida, las células pueden mezclarse con perlas magnéticas revestidas con antigeno que, cuando
sedimentan, separardn de la suspension celular todas las células que tienen una inmunoglobulina de la especificidad
deseada expuesta en la superficie.

La técnica puede extenderse a cualquier molécula de inmunoglobulina, incluyendo los anticuerpos, los receptores
de linfocitos T y similares. La seleccion de moléculas de inmunoglobulina dependerd de la naturaleza de la poblacién
clénica de células lo que es deseable para el ensayo segin la invencion.

Alternativamente, las células utilizadas en el procedimiento segtin la invencién pueden seleccionarse por secuen-
ciado de los 4cidos nucleicos diana, tal como los genes V, y la deteccién de mutaciones por comparacién de secuencias.
Este procedimiento puede automatizarse para aumentar el rendimiento.

En otra forma de realizacién, pueden detectarse células que hipermutan genes con V evaluando el cambio en
la actividad de unién del antigeno en las inmunoglobulinas producidas en una poblacién de células clonales. Por
ejemplo, la cantidad de antigeno unido mediante una cantidad unitaria especifica de medio o extracto celular puede
evaluarse para determinar la proporcidon de inmunoglobulina producida por la célula que conserva una actividad de
unioén especificada. A medida que los genes V se mutan, la actividad de unién variara tanto y se reducird la proporcién
de inmunoglobulina producida que fija un antigeno especificado.

Alternativamente, las células pueden evaluarse de manera similar la capacidad de desarrollar una nueva afinidad de
fijacion, tal como exponiéndolas a un antigeno o mezcla de antigenos que inicialmente no estdn unidos y observando
si se desarrolla una afinidad de fijacién como resultado de la hipermutacion.

En otra forma de realizacion, el andlisis bacteriano MutS puede utilizarse para detectar la variacién de secuen-
cia en 4cidos nucleicos diana. La proteina MutS se fija a desemparejamientos en los hibridos de dcido nucleico. Al
crear heteroduplicados entre los 4cidos nucleicos precursores y los de la descendencia potencialmente mutada, puede
evaluarse la extension de la formacion desemparejada y de este modo la extension de la mutacion del 4dcido nucleico.

Cuando el 4cido nucleico diana codifica un producto génico distinto de una inmunoglobulina, puede llevarse a cabo
la seleccién identificando la pérdida o alteracién de una funcién distinta de la fijacién. Por ejemplo, puede evaluarse
la pérdida o alteracién de una actividad enzimadtica.

Las células con hipermutacién de la secuencia diana se evalda la mutacidn en otras regiones de 4cido nucleico.
Una regién conveniente para evaluar es la regioén constante (C) de un gen de inmunoglobulina. Las regiones C no estdn
sometidas a hipermutacién dirigida segtin la invencién. La evaluacién de las regiones C se realiza preferentemente por
secuenciado y comparacion, ya que éste es el procedimiento mds seguro para determinar la ausencia de mutaciones.
Sin embargo, pueden emplearse otras técnicas, tales como el control para la retencion de actividades de la regién C,
por ejemplo la fijacion del complemento, que puede alterarse por episodios de hipermutacién.
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Adaptacion de los productos génicos endogenos

Habiéndose obtenido una estirpe celular que hipermuta de manera constitutiva un gen endégeno, tal como un gen
de la regién V de inmunoglobulina, en la presente memoria se describe la adaptacion del producto génico enddgeno,
por hipermutacién constitutiva, para producir un producto génico con nuevas propiedades. Por ejemplo, en la presente
memoria se describe la produccién de una inmunoglobulina con una nueva especificidad de unién o una afinidad de
fijacién alterada.

En la naturaleza se utiliza el procedimiento de hipermutacion, para generar especificidades de fijacién mejoradas
o nuevas en moléculas de inmunoglobulina. De este modo, al seleccionar las células descritas en la presente memoria
que producen inmunoglobulinas capaces de unirse al antigeno deseado y a continuacién propagando estas células para
permitir la generacién de mas mutantes, pueden aislarse las células que expresan inmunoglobulinas que tienen una
fijacién mejorada al antigeno deseado.

Puede aplicarse una variedad de procedimientos de seleccion para el aislamiento de mutantes con una especificidad

deseada. Estos incluyen la Clasificacién de Células Activadas por Fluorescencia (FACS), la separacién de células
utilizando particulas magnéticas, los métodos cromatograficos con antigeno y otras técnicas de separacion celular
tales como la utilizacién de perlas de poliestireno.

La separacion de células utilizando la captura magnética puede llevarse a cabo conjugando el antigeno de in-
terés con particulas o perlas magnéticas. Por ejemplo, el antigeno puede conjugarse con las particulas o perlas de
hierro-dextrano superparamagnéticas suministradas por Miltenyi Biotec GmbH. Estas particulas o perlas conjugadas
se mezclan a continuacién con una poblacién celular que puede expresar una diversidad de inmunoglobulinas su-
perficiales. Si una célula especifica expresa una inmunoglobulina capaz de fijar el antigeno, se acomplejard con las
perlas magnéticas en virtud de esta interaccién. Se aplica a continuacién un campo magnético a la suspensién que
inmoviliza las particulas magnéticas, y conserva algunas células que se asocian con ellas mediante el antigeno uni-
do por enlace covalente. Las células no unidas que no llegan a fijarse a las perlas se lavan a continuacién, dejando
una poblacién de células que se aisla meramente en su capacidad para fijar el antigeno de interés. Los reactivos y
kits estdn disponibles en varios proveedores para llevar a cabo dichos aislamientos de una etapa, e incluyen Dynal
Beads (Dynal AS; http://www.dynal.no), Clasificacién de Células Magnéticas por MACS (Miltenyi Biotec GmbH;
http://www.miltenyibiotec.com), CliniMACS (Am-Cell; http://amcell.com) asi como Biomag, perlas Amerlex-M y
otras.

La Clasificacion de Células Activadas por Fluorescencia (FACS) puede utilizarse para aislar células basandose
en su diferenciacion de las moléculas superficiales, por ejemplo las inmunoglobulinas expuestas en superficie. Las
células en la muestra o poblacién que van a clasificarse se tifien con reactivos de fluorescencia especificos que se
unen a las moléculas de la superficie celular. Estos reactivos serian el/los antigeno(s) de interés unido(s) (directa o
indirectamente) a marcadores fluorescentes tal como la fluoresceina, Texas Red, verde de malaquita, proteina verde
fluorescente (GFP), o cualquier otro fluoréforo conocido por los expertos en la materia. Esta poblacion celular se
introduce a continuacién en la cdmara de flujo vibrante de la maquina de FACS. La corriente celular que sale de la
cdmara estd revestida por una funda de fluido tampén tal como PBS (Solucién Salina Tamponada con Fosfato). La
corriente se ilumina con luz de laser y en cada célula se mide la fluorescencia, indicando la fijacién del antigeno
fluorescente marcado. La vibracién en la corriente celular hace que se rompa en gotitas, que llevan una pequefia carga
eléctrica. Estas gotitas pueden ser conducidas por placas eléctricas de refraccién bajo control por ordenador para
recoger diferentes poblaciones celulares segin su afinidad para el antigeno fluorescente marcado. De esta manera, las
poblaciones celulares que presentan diferentes afinidades para el/los antigeno(s) de interés pueden separarse facilmente
de aquellas células que no se unen al antigeno. Las maquinas de FACS y los reactivos para su utilizacién en FACS
estan muy disponibles en los proveedores de todo el mundo tales como Becton-Dickinson, o en los proveedores de
servicio tales como Ariregion Research Laboratories (http:/www.arl.ariregién.edu/facs/).

Otro procedimiento que puede utilizarse para separar poblaciones de células segtin la afinidad a su(s) proteina(s)
de la superficie celular para un antigeno especifico es la cromatografia por afinidad. En este procedimiento, una resina
adecuada (por ejemplo CL-600 Sepharose, Pharmacia Inc.) estd unida por enlace covalente al antigeno apropiado. Esta
resina se rellena en una columna y la poblacién mixta de células se pasa por la columna. Después de un periodo de in-
cubacién apropiado (por ejemplo 20 minutos), se lavan las células no unidas utilizando (por ejemplo) tampdn de PBS.
Esto deja solamente este subconjunto de células que expresan las inmunoglobulinas que se unen al o a los antigenos
de interés, y estas células se eluyen a continuacién de la columna utilizando (por ejemplo) un exceso del antigeno de
interés, o escindiendo enzimdtica o quimicamente el antigeno de la resina. Esto puede realizarse utilizando una pro-
teasa especifica tal como el factor X, trombina u otra proteasa especifica conocida por los expertos en la materia para
separar el antigeno de la columna mediante una secuencia de escision apropiada que se ha incorporado previamente en
el complejo antigeno-resina. Alternativamente, puede emplearse una proteasa no especifica, por ejemplo la tripsina,
para separar el antigeno de la resina, liberando de este modo esta poblacién de células que presentaba afinidad para el
antigeno de interés.
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Insercion de unidades de transcripcion heterdlogas

Para maximizar las probabilidades de seleccionar rdpidamente una variante de anticuerpos capaz de unirse a cual-
quier antigeno dado, o para aprovechar el sistema de hipermutacidn para genes que no son de inmunoglobulina, pueden
emplearse numerosas técnicas para modificar genéticamente las células segtin la invencién de modo que puedan apro-
vecharse sus capacidades de hipermutacion.

En una primera forma de realizacidn, los transgenes se transfectan en una célula utilizada en el procedimiento
segtin la invencion de modo que los transgenes se vuelven dianas para los episodios de hipermutacion dirigida.

Tal como se utiliza en la presente memoria, un “transgén” es una molécula de 4cido nucleico que se inserta en
una célula, tal como por transfeccién o transduccién. Por ejemplo, un “transgén” puede comprender una unidad de
transcripcion heter6loga mencionada anteriormente, que puede insertarse en el genoma de una célula en una posicién
deseada.

Los plasmidos utilizados para suministrar el transgén a las células son de construccién convencional y comprenden
una secuencia de codificacion, que codifica el producto génico deseado, bajo el control de un activador. La transcrip-
cién génica de vectores en las células utilizadas en el procedimiento segin la invencién pueden ser controladas por
activadores procedentes de los genomas de virus tales como poliomavirus, adenovirus, virus de viruela aviar, virus
del papiloma bovino, virus de sarcoma aviar, citomegalovirus (CMV), un retrovirus y el Virus de simio 40 (SV40),
procedente de activadores heter6logos de mamifero tales como el activador de actina o un activador muy potente, por
ejemplo un activador de proteina ribosomica, y procedente del activador asociado normalmente a la secuencia heterd-
loga de codificacion, dichos activadores suministrados son compatibles con el sistema del hospedador utilizado en el
procedimiento de la invencion.

La transcripcion de una secuencia de codificacion heterdloga por las células utilizada en el procedimiento segtin la
invencién puede aumentarse insertando una secuencia potenciadora en el vector. Los potenciadores son relativamente
la orientacidn y la posicidn independiente. Muchas secuencias potenciadoras son conocidas en genes de mamifero (por
ejemplo elastasa y globina). Sin embargo, se empleard un potenciador procedente del virus de células eucaridticas.
Los ejemplos incluyen el potenciador SV40 en la tltima parte del origen de la replicacién (100 a 270 pb) y el CMV
potenciador del activador precoz. El potenciador puede cortarse y empalmarse en el vector en la posiciéon 5’ 0 3” en la
secuencia de codificacion, pero estd preferentemente situado en la secuencia 5° del activador.

Ventajosamente, un vector de expresion eucaridtica puede comprender una region de control del loci (LCR). Las
LCR pueden dirigir la expresién independiente de la secuencia de integracién de alto nivel de los transgenes integrados
en la cromatina de la célula hospedadora, que es de importancia especialmente cuando la secuencia de codificacién
heterdloga ha de expresarse en el contexto de una estirpe celular eucaridtica transfectada de manera permanente en
cuya integracion cromosdémica del vector ha sucedido, en los vectores disefiados para aplicaciones de terapia génica o
en animales transgénicos.

Los vectores de expresion eucaridtica contendrdn también las secuencias necesarias para la terminacién de la
transcripcion y para estabilizar el ARNm. Dichas secuencias estan disponibles normalmente en las regiones 5’ y 3’
no traducidas de los ADN o los ADNc eucariéticos o viricos. Estas regiones contienen segmentos de nucleétidos
transcritos como fragmentos poliadenilados en la fraccién no traducida del ARNm.

Un vector de expresion incluye cualquier vector capaz de expresar una secuencia de codificacién que codifica un
producto génico deseado es decir unido de manera operativa con las secuencias reguladoras, tales como las regiones
activadoras, que son capaces de la expresion de dichos ADN. De este modo, un vector de expresion se refiere a un
montaje de ADN o ARN recombinante, tal como un pldsmido, un fago, virus recombinante, u otro vector, que en
el momento de la introduccién en una célula hospedadora apropiada, da como resultado la expresion de un ADN
clonado. Los vectores de expresién apropiados son muy conocidos por los expertos en la materia e incluyen los que
son replicables en células eucaridticas y/o procaridticas y los que permanecen episdmicos o los que se integran en
el genoma de la célula hospedadora. Por ejemplo, los ADN que codifican una secuencia de codificacién heteréloga
pueden insertarse en un vector adecuado para la expresion de los ADNc en células de mamifero, por ejemplo un vector
basado en el potenciador de CMV tal como pEVRF (Matthias, et al., 1989).

La construccién de los vectores utilizados en el procedimiento segiin la invenciéon emplea técnicas de ligadura con-
vencionales. Los pldsmidos aislados o los fragmentos de ADN se separan, se adaptan y se vuelven a ligar en la forma
deseada para generar los plasmidos requeridos. Si se desea, el andlisis para confirmar las secuencias correctas en los
plasmidos construidos se lleva a cabo de modo conocido. Los métodos adecuados para construir los vectores de expre-
sién, preparando transcritos in vitro, introduciendo el ADN en las células hospedadoras y llevando a cabo andlisis para
evaluar la expresion del producto génico y la funcién son conocidos por los expertos en la materia. La presencia, la
ampliacién y/o expresion del gen pueden medirse en una muestra directamente, por ejemplo, por inmunotransferencia
Southern convencional, inmunotransferencia Northern para cuantificar la transcripcién del ARNm, inmunotransferen-
cia de puntos (anélisis de ADN o ARN), o hibridacién in situ, utilizando una sonda marcada de manera apropiada que
puede estar basada en una secuencia proporcionada en la misma. Los expertos en la materia preveran ficilmente cémo
pueden modificarse estos procedimientos, si se desea.
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En una variacion del método descrito en la presente memoria, los transgenes comprenden también las secuencias
con hipermutacién directa. Dichas secuencias han sido caracterizadas, e incluyen las secuencias publicadas en Klix e?
al., (1998), y Sharpe et al., (1991). Por lo tanto, un loci completo capaz de expresar un producto génico y dirigir la
hipermutacion para la unidad de transcripcion que codifica el producto génico se transfiere al interior de las células.
La unidad de transcripcién y las secuencias que dirigen la hipermutacién son por lo tanto exdgenas a la célula. Sin
embargo, aunque exdgenas las secuencias que dirigen las propias hipermutaciones pueden ser similares o idénticas a
las secuencias que dirigen la hipermutacion halladas de manera natural en la célula.

En una segunda forma de realizacion, el o los genes V endégenos o los segmentos de los mismos pueden sustituirse
con el o los genes V heterélogos por recombinacién homéloga, o por reconocimiento génico utilizando, por ejemplo,
un sistema Lox/Cre o una tecnologia andloga o mediante la insercién en las estirpes celulares hipermutantes que han
eliminado espontdneamente genes V enddgenos. Alternativamente, el o los genes de la regiéon V pueden ser sustituidos
aprovechando la observacion de que la hipermutacion se lleva a cabo por roturas de las dobles cadenas en la proximidad
de los genes V cambiados de posicidn.

La invencién se describe a continuacién con mayor detalle tinicamente a titulo ilustrativo, a partir de los ejemplos
siguientes.

Ejemplo 1
Seleccion de una célula hipermutante

Para identificar una célula que experimenta hipermutacion in vitro, se evalia la extension de la diversidad que se
acumula en varios linfomas de Burkitt humanos durante la ampliacién clénica. Las estirpes BL2, BL41 y BL70 de Bur-
kitt son suministradas gentilmente por G. Lenoir (IARC, Lién, Francia) y Ramos (Klein et al., 1975) es suministrada
por D. Fearon (Cambridge, U.K.). Los genes Vi cambiados de posicién son ampliados por RCP del ADN genémico
utilizando cebadores multiples de la familia Vy junto con un oligonucleétido de consenso Jy. La ampliacién de los
segmentos Vi cambiados de posicién se lleva a cabo utilizando la Pfu polimerasa junto con uno de los 14 cebadores
disefiados para cada una de las familias principales Vi humana (Tomlinson, 1997) y un retrocebador Jy de consenso
que hibrida a los seis segmentos J; humanos (JOL48, 5’-GCGGTACCTGAGGAGACGGTGACC-3’, donacién de C.
Jolly). La ampliacién de Vi de Ramos del ADN genémico se lleva a cabo con los oligonucleétidos RVHFOR (5°-CCC
CAAGCTTCCCAGGTGCAGCTACAGCAG) y JOL438. La ampliacién del ADNc de Vy-C, expresado se lleva a cabo
utilizando RVHFOR y Cu2BACK (5’-CCCCGGTACCAGATGAGCTTGGACTTGCGG). La region Cul/2 gendémi-
ca se amplia utilizando Cu2BACK con Cul1FOR (5’-CCCCAAGCTTCGGGAGTGCATCCGCCCC AACCCTT); el
alelo de Cu funcional de Ramos contiene una C en el nucleétido 8 de Cu2 enfrente de T en el alelo no funcional. Las
V, cambiadas de posicién se amplian utilizando 5’-CCCCAAGCTTCCCAGTCTGCCCTGACTCAG y 5’-CCCCTC
TAGACCACCTAGGACG GTC-AGCTT. Los productos de la RCP se purifican utilizando las columnas rotativas QIA-
quick (Qiagen) y se secuencian utilizando un secuenciador ABI377 después de la clonacién en M13. Se calculan las
mutaciones utilizando el programa de alineacion GAP4 (Bonfield et al., 1995).

El secuenciado de los productos de la RCP clonados pone de manifiesto la considerable diversidad en la estirpe
celular de Ramos (una extensién de 2,8 x 10~ mutaciones pb™' en la Vi) aunque se observa también significativa
heterogeneidad en BL41 asi como en BL2. Véase la Figura 1 A. La diversidad de secuencia en los genes Vi cambiados
de posicion de las cuatro estirpes esporddicas del linfoma de Burkitt se presentan como gréficos circulares. Los genes
Vy cambiados de posicidn en cada estirpe celular se amplian por RCP y se clonan en M13. Para cada estirpe celular,
el consenso se considera como la secuencia comun al mayor nimero de clones M 13 en una contrapartida de la estirpe
germinativa (indicada anteriormente en cada grafico circular) asignada sobre la base de la igualdad mds préxima uti-
lizando la base de datos VBASE de las secuencias de inmunoglobulina humana (Tomlinson, 1997). La secuencia de
consenso de Vy para Ramos utilizada en la presente memoria se diferencia en 3 posiciones de la secuencia determi-
nada por Chapman ez al. (1996), de la que cinco posiciones determinadas por Ratech (1992) y seis posiciones de su
contrapartida de la estirpe germinativa mas préxima Vy4(DP-63).

El andlisis de la diversidad de Vi; en Ramos se amplia secuenciando los productos de nueve ampliaciones por RCP
independientes. Esto permite una relacién dindstica probable entre los clones mutados en la poblacién que debe dedu-
cirse, minimizando el niimero de repeticiones independientes supuestas de sustituciones de nucleétidos individuales
(Figura 1B). Los 315 clones M13Vy, obtenidos a partir de nueve ampliaciones por RCP independientes se secuencian;
la dinastia incluye tnicamente las secuencias identificadas (en lugar de los intermedios supuestos). Las mutaciones in-
dividuales se disefian segtin el formato “C230”, siendo 230 la posicién del nucleétido en el Vi de Ramos (numerados
como en la Figura 3) y 1a “C” que indica la nueva base en esta posicion. El criterio utilizado para deducir la genealogia
es una minimizacién del nimero de sucesos independientes de la misma sustitucién nucleotidica. La mayoria de las
ramas contienen miembros individuales a las que contribuyen distintas ampliaciones por RCP. Las eliminaciones raras
y las repeticiones estdn indicadas por el prefijo “x” y “d” respectivamente. Las flechas ponen de relieve dos mutaciones
(una sustitucion en la posicién 264 proporcionando un codén de terminacidn y una repeticién en la posicién 184) cuya
posicién en el arbol conlleva que la mutaciones pueden continuar para acumular la siguiente pérdida de expresion de
la cadena pesada funcional.

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2336 982 T3

Los artefactos de la RCP contribuyen poco a la base de datos de las mutaciones, no solamente es la extension de
las sustituciones nucleotidicas en gran medida en exceso de las observadas en las ampliaciones por RCP de referencia
(<0,05 x 107 pb™!) sino también los clones idénticamente mutados (as{ como los relacionados dindsticamente) se
encuentran en ampliaciones independientes. En muchos casos, las generaciones dentro de un linaje se diferencian en
una Unica sustitucién de nucledtidos indicando que solamente un pequefio niimero de sustituciones se ha introducido
en cada ronda de mutacion.

El andlisis de los cambios de posicion de V, pone de manifiesto que Ramos aloja un cambio de posicién en el
marco de V,2,2-16 (como describe Chapman et al. 1996))y un cambio de posicién fuera del marco de V,;2,2-25.
Existe diversidad mutacional en ambos V, cambiados de posicién aunque se ha acumulado mayor diversidad en el
alelo no funcional (Figura 1C).

Una caracteristica cldsica de la hipermutacidn de anticuerpos es que las mutaciones se acumulan en gran medida
en la regién V pero poco en la C. Resulta asimismo evidente en las mutaciones que se han acumulado en el loci
de IgH de Ramos (Figura 1D). Los clones de M13 que contienen inserciones de ADNc se extienden en Vy, Cul
y en los primeros 87 nucledtidos Cu2 se generan por RCP en el cultivo inicial de Ramos. Los gréficos circulares
(presentados en la Figura 1A) representan la cantidad de mutacién identificada en el segmento de 341 nucledtidos de
Vy en comparacion con el segmento de 380 nucleétidos de Cu que se extienden desde el comienzo de Cul.

La inmunoglobulina IgM producida por Ramos estd presente tanto en la superficie de las células como, en forma
segregada, en el medio de cultivo. El andlisis del medio de cultivo pone de manifiesto que Ramos segrega moléculas
de inmunoglobulina a una concentracién muy alta, aproximadamente de 1 ug/ml. Por lo tanto, Ramos puede segregar
inmunoglobulinas en una cantidad que la hace innecesaria para volver a clonar genes de inmunoglobulina en las
estirpes celulares de expresion o en bacterias para produccion.

Ejemplo 2
La diversificacion de Vy en Ramos es constitutiva

Para estudiar si la diversificacion del gen V estd en curso, se clonan las células y se evalda la diversidad de VH
utilizando un anélisis basado en MutS después de periodo de cultivo in vitro. La Vi de Ramos es la RCP ampliada
y purificada como se describié anteriormente utilizando oligonucleétidos que contienen una base biotinilada en el
terminal 5°. Después de la desnaturalizacidn/renaturalizacién (99°C durante 3 min; 75°C durante 90 min) se evalda
la ampliacién de la mutacién controlando la fijacién del material heteroduplicado desemparejado con la proteina
MutS bacteriana de reparacion de la incompatibilidad, fijada en el filtro, con deteccién por ECL como se describio
anteriormente (Jolly et al., 1997).

Los resultados indican que la diversificacion de Vy estd verdaderamente en curso (véase la figura 2A). E1 ADN se
extrae de las células de Ramos que se han cultivado durante 1 6 3 meses después de limitar la clonacién por dilucién. El
Vy cambiado de posicion es ampliado por RCP utilizando oligonucledtidos biotinilados antes de que experimenten la
desnaturalizacién/renaturalizacion; los heteroduplicados incompatibles se detectan a continuacién mediante la fijacién
a MutS inmovilizada como se describié anteriormente (Jolly et al., 1997). Una alicuota del ADN renaturalizado se
une directamente a las membranas para confirmar la carga del ADN emparejado (control del ADN total). Los ensayos
realizados en la Vi de Ramos ampliada de una plantilla de pldsmido bacteriano asi como del cultivo de Ramos inicial
se incluyen para comparacion.

Los genes de Vy se amplian por RCP a partir de los cultivos de Ramos que han sido ampliados durante cuatro
(Rcl) o seis (Rc13 y 14) semanas (figura 2B). Una velocidad de mutacién para cada clon se indica y se calcula
dividiendo la extension de mutaciones de VH independientes a las 4 6 6 semanas después de la clonacién por el nimero
supuesto de divisiones celulares basadas en un tiempo de generacion de 24 h. Las secuencias ponen de manifiesto la
acumulacion de la mutacion etapa a etapa con una velocidad de mutacién de aproximadamente 0,24x10~* mutaciones

pb~! generacién™!.

La comparacién directa de la velocidad de mutacién de Vi en Ramos con la de otras estirpes celulares no es
sencilla ya que existe poca informacion sobre las velocidades de mutacion en otras estirpes tal como se interpreta por
las mutaciones no seleccionadas incorporadas en toda Vy; obtenida después de la expansién de la clonacién procedente
de una sola célula precursora. Sin embargo, la extension de mutaciones después de una ampliacién de dos semanas de
50 células precursoras BL2 se ha determinado en las condiciones de induccién de la mutacién (2,7x107* mutaciones
pb~!; Denépoux ef al., 1997). Experimentos similares realizados con Ramos en las condiciones de cultivo normal
ponen de manifiesto un extensiéon de mutacién de 2,3x10™* mutaciones pb~'. Se han realizado sin éxito varios intentos
para potenciar la velocidad de mutacién mediante la provision de citocinas, linfocitos T colaboradores, etc. De este
modo, la velocidad de mutacién que puede conseguirse por induccion especifica en las células BL2 parece ser similar
a la velocidad constitutiva de la mutacién de V4 en Ramos.
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Ejemplo 3
Examen de la naturaleza de las mutaciones de Vy en Ramos

Se crea una base de datos de episodios de mutacién que combina las detectadas en el cultivo inicial de Ramos
(de 141 secuencias distintas) con las detectadas en cuatro subclones que se han cultivado en varios experimentos sin
seleccion especifica (procedentes de mds de 135 secuencias distintas). Esta base de datos se crea después que las series
de secuencias individuales se han reunido en relaciones dindsticas (como se detalla en la leyenda de la figura 1B) para
asegurar que la expansion clénica de una célula individual mutada no conduce a un caso de mutacion especifico que
se recuenta muchas veces. Se describe un andlisis de esta base de datos del compuesto de 340 casos de mutacién
distintos y supuestamente no seleccionados (el cultivo de Ramos contribuyé con 200 y 140 los subclones expandidos);
el andlisis independiente de poblaciones de subclén conduce a idénticas conclusiones.

La abrumadora mayoria de las mutaciones (333 de cada 340) son sustituciones de un solo nucleétido. Un pequefio
nimero de eliminaciones (4) y duplicaciones (3) se observan pero sin inserciones sin plantillas; estos casos se discuten
con mayor detalle a continuacién. Existen solamente cinco secuencias que presentaban sustituciones de nucleétidos en
posiciones adyacentes; sin embargo, en tres de estos cinco casos, la genealogia puso de manifiesto que las sustituciones
adyacentes se han incorporado sucesivamente. De este modo, la creacién simultdnea de sustituciones de nucleétidos
en posiciones adyacentes es un caso raro.

La distribucion de las mutaciones a lo largo de la Vy; es muy no aleatoria (véase la figura 3). Independientemente
las sustituciones de bases que se producen se indican en cada posicién del nucleétido. Se indican las posiciones de
CDR1 y 2. Las posiciones de nucleétidos estan numeradas a partir del terminal 3’ del cebador de secuenciado con la
posicién +1 del nucledtido correspondiente a la primera base del codén 7; los codones se numeran segtin Kabat. Las
mutaciones indicadas en cursiva (posicion del nucleétido 15, 193, 195 y 237) son sustituciones que se producen en un
subcléon mutado y han revertido la secuencia en esta posicion para el consenso indicado.

El principal punto conflictivo estd en los nucleétidos G y C del codén Ser82a, que ha sido identificado previamente
como un punto conflictivo principal de mutacién intrinseca en otros genes Vy (Wagner et al., 1995; Jolly et al., 1996)
y conforme al consenso RGYW (Rogozin y Kolchanov, 1992; Betz et al., 1993). Aunque el punto conflictivo de
la mutacién intrinseca dominante en muchos genes con Vy estd en Ser31, este codén no estd presente en el Vy de
consenso de Ramos (o su contrapartida de la linea germinal) que tiene Gly en esta posicion. Las sustituciones de
nucledtidos individuales presentan un marcado sesgo a favor de las transiciones (51% en lugar del 33% esperado al
azar). Existe también una preferencia sorprendente para dirigir G y C que asciende al 82% de los nucleétidos dirigidos
(Tabla 1).

TABLA 1

Preferencias de sustitucion de nucledtidos de la hipermutacion en Ramos

Frecuencia de sustitucion para

T C G A Total
Nucledtido precursor
T - 3,9 1,2 3,0 8,1
C 17,4 - 12,6 4,8 34,8
G 7,2 15,9 - 24,0 47 1
A 2,4 1,8 5,7 - 9,9

Las sustituciones de un solo nucleétido estan calculadas en la cadena de
codificacion con Vy y se expresan como porcentaje del numero total (333) de
sustituciones de nucleétidos independientes, no seleccionadas identificadas.

Ejemplo 4
Seleccion de células hipermutantes por pérdida de IgM

El andlisis de las variantes de Ramos pone de manifiesto varias mutaciones que deben tener Vy inactivado (véase
la figura 1B) lo que sugiere que puede ser posible que las células pierdan la expresion de IgM pero permanezcan

viables. Si es este el caso, la pérdida de expresion de Ig seria un medio fécil para seleccionar una estirpe de linfocitos
B hipermutante de manera constitutiva.
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El andlisis del cultivo de Ramos pone de manifiesto que contiene 8% de las células superficiales con IgM. Dichas
variantes con pérdida de IgM se generan durante el cultivo in vitro, de la forma siguiente. El cultivo de partida de
Ramos se transfecta con un plasmido pSV2neo, diluido en placas de 96 pocillos y clones creciendo en un medio
selectivo que se deja que se expanda. La citometria de flujo realizada en los clones expandidos seis meses después
de la transfeccidn original pone de manifiesto la presencia de variantes de la pérdida de IgM que constituyen el 16%
y el 18% de las dos poblaciones clonales (Rc13 y Rc14) mostradas en esta memoria (figura 4A). El enriquecimiento
mediante una sola ronda de clasificacion proporciona subpoblaciones que contienen células negativas a [gM con 87%
(Rc13) y 76% (Rc14) de superficie. Después de la ampliaciéon por RCP del gen con Vi cambiado de posicién en
estas subpoblaciones, el secuenciado pone de manifiesto que el 75% (Rc13) y el 67% (Rc14) de los segmentos con Vy
clonados contenia una mutacioén sin sentido (terminacion), eliminacién (del) o duplicacién (dup) en el tramo Vy de 341
nucledtidos analizado. El resto de los clones son naturales disefiados (wt) aunque no se intentan discriminar posibles
mutaciones sin sentido que inactivan Vy. Las 4 eliminaciones y las 3 duplicaciones identificadas en la poblacién Rc13
son todas distintas mientras que solamente 4 mutaciones distintas totalizan las 7 secuencias Rc14 determinadas que
contienen eliminaciones. La naturaleza de las eliminaciones y de las duplicaciones se presenta en la figura 6. Cada caso
se denomina con una letra seguida de un niimero. La letra proporciona la conveniencia de la mutacién (A, B y C son
los transfectantes de control de TdT™ clonados, D, E y F los transfectantes de TdT* y U significa los casos identificados
en el cultivo inicial de Ramos no seleccionado); el nimero indica la posicidn del primer nucleétido en la cadena de la
secuencia. Los nucleétidos eliminados se especifican por encima de la linea y los nucleétidos afiadidos (duplicados o
inserciones sin plantilla) por debajo de la linea; las sustituciones de un solo nucleétido estdn rodeadas con un circulo
en la nueva base que se especifica. Los segmentos duplicados de origen Vy estdn subrayados; las inserciones sin
plantilla estdn en negrita. Con varias eliminaciones o duplicaciones, el caso estd flanqueado por un solo nucleétido de
procedencia desconocida. Dichos cambios de flanqueo podrian bien surgir por sustitucion del nucleétido (en lugar de la
insercion sin plantilla) y estos casos por consiguiente se agrupan independientemente; la asignacion de la sustitucién
de una sola base (rodeada con un circulo) de uno a otro extremo de la eliminacién/duplicacién es con frecuencia
arbitraria.

Las células IgM™~ estan enriquecidas en una sola ronda de clasificacién antes de la ampliacién por RCP y la clo-
nacién de sus segmentos de Vy. Las secuencias ponen de manifiesto un intervalo considerable de mutaciones que
inactivan Vy (codones de terminacién o desplazamientos del marco) (figura 4) aunque diversas mutaciones inacti-
vadoras resultan todavia evidentes en las variantes por pérdida de IgM clasificadas después de solo 6 semanas de
expansion cldnica (véase la figura 5). En la expresion de TdT en la figura SA en tres pSV-pBG/TdT y tres transfectan-
tes de referencia de Ramos se comparan por anélisis de inmunotransferencia Western de extractos de proteina nuclear.
Nalm6 (linfoma de linfocitos pre-B humanos positivos a TdT) y HMy?2 (linfoma B humano maduro negativo a TdT)
proporcionaron referencias.

En la figura 5B, se presentan graficos circulares que representan episodios de mutacién independientes que dan
lugar a variantes con pérdida de IgM. Las variantes de IgM~ (que constituyen del 1 al 5% de la poblacién) se obtienen
clasificando los tres transfectantes de referencia TdT* y los tres TdT~ que se han cultivado durante seis semanas
después de la clonacidon. Las regiones Vy en las subpoblaciones clasificadas son ampliadas y secuenciadas por RCP.
Los gréficos circulares representan los tipos de mutacién que dar lugar a la inactivacién de Vy con los datos obtenidos
procedentes de las subpoblaciones de IgM~ TdT* y TdT~ agrupadas por separado. Las abreviaturas son como en la
figura 4A excepto que “ins” indica los clones que contienen inserciones de nucleétidos aparentemente sin plantilla.
Los clones que contienen eliminaciones o duplicados junto con las inserciones sin plantilla de nucleétidos multiplos
estan incluidos solamente dentro del segmento “ins” del gréifico circular. Solamente se calculan los episodios de
mutaciones inequivocamente distintos. Por lo tanto, de las 77 mutaciones que inactivan 77 Vy distintas identificadas en
las subpoblaciones con pérdida de IgM de TdT*, se identifican 30 mutaciones del codén con distinta terminacion; si el
mismo coddn de terminacion se ha creado independientemente dentro de la poblacién con pérdida de IgM procedente
de un solo transfectante de Ramos, éste se habria subrayado.

Los codones de terminacion se crean en una variedad de posiciones (figura 4B) pero no estin situados al azar.
La figura 4B resume la naturaleza de los codones de terminacién observados en las poblaciones con pérdida de IgM
de Rc13 y Rc14. Por lo menos 8 episodios de mutacién independientes proporcionan las mutaciones sin sentido que
totalizan 20 de cada 27 secuencias de Vy no funcionales en la base de datos de Rc13; por lo menos diez episodios
de mutacién independientes proporciona a las mutaciones sin sentido que totalizan 15 de las 22 secuencias de Vy no
funcionales en la base de datos de Rc14. Los nimeros entre paréntesis después de cada codén de terminacién dan el
nimero de secuencias en las que la base de datos que lleva el codén de terminacién apropiado seguido del nimero
de estas secuencias que son distintas, discriminadas en las bases de las mutaciones adicionales. Los andlisis de los
codones de terminacién en las variantes con pérdida de IgM seleccionadas de entre otras cuatro poblaciones clonales
ponen de manifiesto la creacién del codén de terminacién en unas cinco posiciones mas dentro de Vy. En los datos
obtenidos en seis experimentos independientes, la creacién del codén de terminacién estd restringida a 16 de las 39
posibles regiones; las secuencias de ADN en estas regiones preferidas que estdn sesgadas (o la cadena de codificacién
o no codificadora) como contribucién al consenso de RGYW.

No es sorprendente, que mientras las eliminaciones e inserciones totalizan solamente una pequefia proporcion de
las mutaciones en los cultivos de Ramos no seleccionados (véase anteriormente), hacen una contribuciéon mucho mayor
cuando se centra la atencién en las mutaciones con inactivacion de Vy. Es destacable que una gran proporcién de las
variantes con pérdida de IgM puedan totalizarse para las mutaciones de codén de terminacién/por desplazamiento del
marco en el propio Vy. Esto apoya mas la propuesta de que la hipermutacién en Ramos se dirige preferentemente
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al dominio V de la inmunoglobulina, ciertamente en lugar de al dominio C o, realmente a otros genes (tales como
la funda de Iga/IgB) cuya mutacioén podria conducir a un fenotipo de IgM~ de superficie. Ademds puede ser que
Vy de Ramos se dirija mds frecuentemente a hipermutacién que su V, cambiada de sitio de manera productiva, una
conclusién apoyada en el modelo de mutaciones en el cultivo inicial (figura 1C).

La seleccion de las células por deteccion de las variantes por pérdida de Ig es particularmente ttil cuando estas
variantes pueden revertir, es decir readquirir su capacidad endégena de expresar Ig. La dinastia creada al principio (fi-
gura 1B) sugiere no solamente que podrian surgir las fundas con pérdida de Ig sino también que podrian experimentar
mds mutacion. Para confirmar esto, las variantes con pérdida de Ig clasificadas a partir de Rc13 se clonan por dilucién
limitativa. Tres semanas después de la clonacién, la presencia de reversores de IgM* en los subclones de IgM™ se
identifica por andlisis de inmunoflorescencia citopldsmica de 5x10* células; se proporciona su extension (figura 4C).
Estos reversores de [gM* se enriquecen a continuacién en una sola ronda de clasificacién y las secuencias de Vy de la
variante clénica de IgM~ se comparan con la de sus descendientes reversores de [gM™*.

La inmunoflorescencia citopldsmica de diez poblaciones clonales expandidas ponen de manifiesto la presencia de
neutralizantes de IgM* al variar la extensién (de 0,005% a 1,2%; figura 4C) permitiendo una velocidad de mutacién
de 1x10™ mutaciones pb~' generacién™" que debe calcularse por andlisis de la fluctuacién. Esto es algo mayor que la
velocidad calculada por andlisis directo de las mutaciones no seleccionadas (0,25x10~* mutaciones pb~' generacién™;
véase anteriormente), probablemente reflejando en parte que diferentes clones con pérdida de IgM neutralizan a di-
ferentes velocidades dependiendo de la naturaleza de la mutacion perturbadora. Verdaderamente, la secuencia que
rodea los codones de terminacién en los derivados con pérdida de IgM de Rc13 ponen de manifiesto que TAG32 se
ajusta bien al consenso de RGYW (R=purina, Y=pirimidina y W=A o T; Rogozin y Kolchanov, 1992) que totaliza una
gran proporcién de puntos conflictivos de la mutacién intrinseca (Betz et al., 1993) mientras que TAA33 y TGA36 no
(figura 4D).

Ejemplo 5
Seleccion de una nueva actividad de union de Ig

En los experimentos disefiados para demostrar el desarrollo de nuevas afinidades de fijacion, se observa que la
mayoria de los miembros de la estirpe celular de Ramos descritos a continuacién expresan una molécula de IgM de
la membrana que une anticuerpos antiidiotipo (antild1 y antild2), especificamente aparecidos contra la IgM de la
superficie de Ramos. Sin embargo, unas pocas células conservan una IgM en superficie, aunque no pueden unir el
anticuerpo antiidiotipo. Esto es debido a una alteracién en la afinidad de fijacion en la molécula de IgM en superficie,
de modo que el anticuerpo ya no se une. Las células que expresan una IgM en superficie aunque no pueden fijar el
anticuerpo pueden seleccionarse en una sola ronda de clasificacion de células segun la invencién.

Esto se demuestra aislando clones positivos a p/negativos a id que han perdido la capacidad para unirse a antild2 a
pesar de la retencién de una IgM en superficie, por ELISA. Los clones son secuenciados y en seis clones independientes
se encuentra un resto de Vy conservado, K70, para ser mutado a N, M o R de la manera siguiente:

Clon Mutacién
2 K70N AAG-AAC
S77N AGC-AAC
4 K70M AAG-ATG
9 S59R AGT-AGG
K70N AAG-AAC
10 K70N AAG-AAC
12 K70N AAG-AAC
13 K70R AAG-AGG

No se observaron mutaciones en la cadena ligera. De este modo, es evidente que los mutantes pueden seleccionarse
de entre la estirpe celular de Ramos en la que la molécula de Ig producida tiene una variacién de un solo par de bases
con respecto al clon precursor.

Haciendo uso de un antild1, una poblacién similar de células se aisla la cual conserva la expresion de la regién
constante Igu pero que ha perdido la fijacion al anticuerpo antiidiotipico. Estas células se enriquecen por citometria
de clasificacion y la secuencia de Vy es determinada (figura 7). Esto pone de manifiesto seis mutaciones cuando se
compara con la secuencia de consenso de la poblacion de partida. Dos de estas mutaciones dan como resultado cambios
de secuencia de aminoacidos alrededor de CDR3 (R—T en 95 y P—H en 98). Por lo tanto, puede seleccionarse la
seleccion de cambios mds sutiles en la molécula de inmunoglobulina analizando la pérdida de fijacién.
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En experimentos adicionales, las células hipermutantes seguin la invencién se lavan, se vuelven a poner en sus-
pensién en PBS/BSA (10® células en 0,25ml) y se mezclan con un volumen igual de PBS/BSA que contiene 10%
de perlas magnéticas revestidas de antigeno (v/v). En el presente experimento, se utilizan perlas magnéticas (Dynal)
recubiertas con estreptavidina. Después de la mezcla a 4°C en un rodillo durante 30 min., las perlas se lavan tres veces
con PBS/BSA, atrayendo cada vez las perlas con un iman y separando las células no unidas, las células restantes se
siembran a continuacién en placas de 96 pocillos y se multiplican hasta 10® células antes de experimentar una ronda
adicional de seleccion. Se llevan a cabo multiples rondas de expansion celular (acompafiadas de hipermutacién cons-
titutivamente en curso) y seleccion. Tras muiltiples rondas de seleccién, comienza a aumentar la proporcion de células
que se unen a las perlas, que estd inicialmente en niveles de fondo o préximos a ellos de 0,02%.

Después de 4 rondas, se observa el enriquecimiento de las células que se fijan a estreptavidina. Esto se repite en
la quinta ronda (figura 8). La recuperacién de bajo porcentaje refleja la saturacién de las perlas con las células ya que
cambiando la relacién célula:perla a partir de este amplio exceso a 1:2 permite una recuperacion de aproximadamente
el 20% a partir de cinco rondas de células que se fijan con estreptavidina (figura 9). Esto demuestra la seleccién
lograda de una nueva especificidad de union a partir de la estirpe celular de Ramos hipermutante, por cuatro rondas de
seleccidn iterativa.

El secuenciado de nucleétidos de las cadenas pesada y ligera procedentes de las células de fijacién con estrepta-
vidina predice el cambio de un aminodcido en CDR3 de Vy y cuatro cambios en Vi (1 en FR1,2 en CDR1 y 1 en
CDR?2) cuando se compara con la secuencia de consenso de la produccidén de partida (figura 11).

Para garantizar que la fijacién de la estreptavidina depende de la expresién de la inmunoglobulina de superficie,
se enriquecen variantes negativas de inmunoglobulina de las células que se fijan con estreptavidina por citometria de
clasificacién. Esto reduce notablemente la recuperacion de las células que se fijan con estreptavidina con un exceso
de perlas. Las células recuperadas mediante las perlas con estreptavidina de Dynal a partir de las células negativas
clasificadas son de hecho positivas a Igu y lo mds probable es que representen la recuperacién de la eficacia de
las células que se fijan con estreptavidina de Igu contaminando la poblacién de células clasificadas negativas a la
inmunoglobulina.

Los datos preliminares sugieren que la eficacia de recuperacion se reduce a medida que se reduce la concentracion
de estreptavidina en las perlas (figura 9). Esto se confirma ensayando la recuperacién de las células que se unen a la
estreptavidina con las perlas incubadas en un intervalo de concentraciones de estreptavidina (figura 10). El porcentaje
de células recuperables a partir de una poblacién de fijacién vienen dictado por la relacién de perlas a células. En este
experimento la relacion es de perlas:células < 1:1.

En una serie adicional de experimentos, se completan dos rondas mds de seleccidn, siendo el total de 7. Esto se
realiza reduciendo la concentracion de estreptavidina unida a las perlas desde 50 pug/ml en la ronda 5 hasta 10 ug/ml en
la ronda 7. Aunque los niveles de secrecién de [gM son comparables para las poblaciones seleccionadas en las rondas
4 a7 (figura 12), la fijacién de la estreptavidina evaluada por ELISA evidentemente aumenta en gran medida en las
rondas 6 y 7, en comparacién con la ronda 4 (figura 13).

Esto se confirma por la evaluacién de la fijaciéon por Resonancia de Plasmén en superficie en un chip BiaCore
recubierto con estreptavidina (figura 14). El sobrenadante de la ronda 7 se inyecta para que circule a través del chip en
el punto A, y se interrumpe en el punto B. En el punto C, se inyecta IgM antihumana, para demostrar que el material
unido a la estreptavidina es IgM. El gradiente A-B representa la asociacién constante, y el gradiente B-C la disociacién
constante. A partir de la sefial BiaCore es evidente que el sobrenadante de la ronda 6 presenta caracteristicas de fijacién
superiores a las aisladas procedentes de las poblaciones de la ronda 4 o de las células de Ramos no seleccionadas.

Los anticuerpos procedentes de la ronda 6 del procedimiento de seleccion también presentan fijacion mejorada
con respecto a la ronda 4. La fijacién de las células de las selecciones de la ronda 6 a los agregados de estreptavidina-
FITC, formados por preincubacién del fuoréforo con una proteina biotinilada, pueden observarse por FACS, como se
muestra en la figura 15. No se observa fijacion a las poblaciones de la ronda 4, de células de Ramos no seleccionadas
o de Ramos negativas a IgM, lo que indica maduracién de la fijacion de estreptavidina.

La utilizacién de estreptavidina-FITC no agregada no produce similares resultados, con la mayoria de las células
de la ronda 6 sin fijacion. Esto, de acuerdo con los datos de ELISA, sugiere que la fijacién a la estreptavidina es
debida a la avidez de la fijacién del anticuerpo a una matriz de antigeno, en lugar de a una afinidad monovalente.
Los aglutinantes de mayor actividad pueden aislarse mediante clasificacién para la fijacién a estreptavidina-FITC no
agregada.

Para determinar las mutaciones responsables del aumento de fijacién observado en las células de la ronda 6 sobre
las células de la ronda 4, los genes de anticuerpo de cadena ligera y pesada se amplian por RCP, y a continuacién se
secuencian. En comparacién con las células de la ronda 4, no se observan cambios en los genes de la cadena pesada,
conservandose la mutacién R103S. En la cadena ligera, las mutaciones V23F y G24C se conservan también, pero estd
presente una mutacion adicional en la posicién 46. Ramos natural tiene un aspartato en esta posicién, mientras que
las células de la ronda 6 tienen una alanina. Se predicen cambios en esta posicion que afectan la fijacion del antigeno,
ya que los restos en esta region contribuyen a CDR2 de la cadena ligera (figura 16). Parece probable que la mutacién
D46A es responsable del aumento observado en la fijacion a la estreptavidina observada en las células de la ronda 6.

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2336 982 T3

Ejemplo 6
Construccion de transgén que comprende secuencias que se dirigen a la hipermutacion

Es conocido que determinados elementos de los loci del gen de Ig son necesarios para la direccién de los episodios
de hipermutacién in vivo. Por ejemplo, el potenciador del intrén y la regién Ei/MAR de acoplamiento a la matriz se
ha demostrado que desempefian una funcién critica (Betz et al., 1994). Ademas, es conocido que el potenciador E3’
en 3’ es importante (Goyenechea et al., 1997). Sin embargo, los autores han demostrado que estos elementos, aunque
necesarios, no son suficientes parar dirigir la hipermutacién en un transgén.

En cambio, la provisién de Ei/MAR y E3’ junto con el ADN del intron J, -C, adicional es suficiente para propor-
cionar hipermutabilidad. Se monta un transgén SG-Ck uniendo un fragmento de KpnlI-Spel g-globina (que se extiende
desde -104 con respecto al punto de partida de la transcripcién de S-globina a +863 y tiene secuencias de restriccién
Kpnl y Spel artificiales en sus extremos) para un subfragmento de LkA[3’FI] [Betz et al., 1994] que se extiende desde
el nucledtido 2314 en la secuencia de Max et al. [1981] a través de Ei/MAR, C, y E3’, e incluye la eliminacién de
3’FL

La hipermutacién se evalia secuenciando los segmentos del transgén que son ampliados por PCR utilizando Pfu
polimerasa. La regién ampliada se extiende desde inmediatamente corriente arriba de la secuencia de iniciacion de la
transcripcion hasta 300 nucleétidos corriente abajo de J, 5.

Este transgén hibrido estd bien dirigido para la mutacién con las sustituciones de nucleétidos que se acumulan a
una frecuencia similar a la encontrada en un transgén de Ig«k normal. Este transgén es el mds pequefio descrito hasta
ahora que alista eficazmente la hipermutacion y los resultados indican que las multiples secuencias localizadas en
alguna parte de la regién incluyendo y flanqueado C, se combinan para alistar la hipermutacién al extremo 5’ del
hibrido S-globina/Igk.

La recuperacion de la hipermutacién por consiguiente puede ser dirigida solamente por las secuencias situadas
hacia el extremo 3’ del dominio de hipermutacién. Sin embargo, el limite 5’ del dominio de mutacién en los genes
de Ig normales en la proximidad del activador, algunos de 100 a 200 nucledtidos corriente abajo del punto de partida
de la transcripcion. Esta ubicacién de limite 5’ del dominio de mutacién con respecto al punto de partida permanece
incluso en el transgén SG-Ckcuando el gen de S-globina proporciona tanto el activador como el conjunto del dominio
de mutacién. Estos resultados concuerdan con los descubrimientos hechos con otros transgenes que indican que es la
posicién del propio activador la que define el limite 5’ del dominio de mutacién.

La explicacion mds sencilla para el modo en que no alguno sino todos los elementos reguladores xcontribuyen a la
recuperacion de la mutacién consiste en proponer que actian trayendo un factor de preparacion de la hipermutacién
en el complejo de iniciacién de la transcripcion. Por analogia con los estudios cldsicos sobre potenciadores como ele-
mentos reguladores de la transcripcion, los potenciadores de Igkpuedenactuar como reguladores de la hipermutacién
en una posicién y independientemente de la orientacién. De hecho, los datos obtenidos con el transgén SG-Ck conjun-
tamente con los resultados anteriores en los que E3’ se movia mds cerca de C, [Betz et al., 1994] pone de manifiesto
que la actividad de E3’ que potencia la hipermutacién no es especialmente sensible a su posicién u orientacién con
respecto al dominio de la mutacién.

Normalmente Ei/MAR se sitia hacia el extremo 3’ del dominio de la mutacién. Aunque la eliminacién de Ei/MAR
reduce drésticamente la eficacia del reconocimiento de la mutacidn, su reinstauracién a una posicion corriente arriba
del activador (y por consiguiente fuera de la region transcrita) proporciona un rescate parcial de la mutacién pero
sin afectar aparentemente la posicién del limite 5’ del dominio de la mutacién. La confirmacién independiente de
estos resultados se obtuvo en ratones transgénicos utilizando un segundo transgén tk-neo::Ck en la que una unidad
de transcripcion neo (bajo el control del activador tk de VSH) estd integrada en el exén de C, por reconocimiento
génico en las células madre embrionarias [Zou, et al., 1995]. En este ratn, después de la unién de V,-J,, el E¥MAR
de Ig, estd flanqueado en ambos lados por los dominios de transcripcion: el gen V corriente arriba y tk::neo corriente
abajo. El gen tk::neo se amplia por RCP en linfocitos B del centro germinal clasificados de ratén homocigético para
la insercidn de neo.

Para la insercion de tk-neo en ratones tk-neo::C,, la region ampliada se extiende desde los restos 607 a 1417 [nu-
merados en el plasmido pMCNeo (registro U43611 del GenBank)] y la secuencia nucleotidica determinada desde la
posicion 629 hasta 1329. La frecuencia de la mutacion de los cambios de posicidn de VJ, endégenos de ratos tk-neo::C,
se determina utilizando una estrategia similar a la descrita en Meyer et al., 1996. Los cambios de posicién de Vs
enddgenos se amplian utilizando un cebador delantero de consenso FR3 de V, (GGACTGCAGTCAGGTTCAGTGG-
CAGTGGQG) y un oligonucleétido L,FOR [Gonzalez-Fernandez y Milstein, (1993) PNAS (EE.UU.) 90:9862-9866]
que vuelve a cebar desde corriente arriba del grupo J,.

Aunque el nivel de mutacion de tk-neo es bajo y ciertamente estd menos eficazmente dirigido para la mutacién que
la region de franqueo 3’ de los genes V, cambiados de posicion en la misma poblacién celular, parece que, como con
los genes V normales, el dominio de mutacién en la insercién del gen neo comienza un tanto sobre 100 nucleétidos
corriente debajo de la secuencia de iniciacién de la transcripcion a pesar del hecho que Ei/MAR esta corriente arriba
del activador.
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Por lo tanto, los transgenes capaces de dirigir la hipermutacién en una extirpe celular de hipermutacién constitu-
tiva pueden construirse utilizando Ei/MAR, E3’ y los elementos reguladores tales como los definidos en la presente
memoria hallados corriente abajo de J,. Ademds, los transgenes pueden construirse mediante la sustitucién de la in-
sercién en los genes V endégenos, como el caso de los ratones tk-neo::C, o mediante la conexion de una secuencia de
codificacion deseada con el intrén J,, como en el caso del transgén SG-Ck.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para preparar un producto génico que presenta una actividad deseada, comprendiendo dicho
procedimiento las etapas siguientes:

a) expresion in vitro de un dcido nucleico que codifica dicho producto génico ligado funcionalmente a las
secuencias de control que dirigen la hipermutacién en una poblacién de células linfoides, en el que dicha
poblacién clénica de células linfoides pueden alterar una o mds secciones especificas del dcido nucleico sin
el requisito para la estimulacion externa;

b) identificar una célula o células en el interior de dicha poblacién clonal de células linfoides que expresa un
producto génico mutado que presenta la actividad deseada; y

¢) determinar una o mas poblaciones clonales de células a partir de la célula o células identificadas en la etapa
(b) y seleccionar a partir de dichas una o mas poblaciones clonales una poblacién de célula o células que
expresan un producto génico que presenta una actividad deseada mejorada;
en el que las etapas (b) y (c) se repiten de manera iterativa.
2. Procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que dichas poblaciones clonales de células de la etapa (c) se
seleccionan determinando la presencia de hipermutacion en el dcido nucleico que codifica dicho producto génico de

la célula o células.

3. Procedimiento segtin la reivindicacion 1 6 2, en el que la célula o células dirigen la hipermutacién constitutiva a
una secuencia de codificacion de la region del gen V endégeno.

4. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que dichas secuencias de control que dirigen
la hipermutacién se seleccionan de entre las secuencias que se producen corriente abajo de un grupo del gen J.

5. Procedimiento segiin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que las secuencias de control comprenden
elementos Ei/MAR, regiones flanqueantes C-« y E3’ definido segtin Klix et al., (1998) Eur. J. Immunol. 28:317-326.

6. Procedimiento segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que dicho 4cido nucleico que codifica dicho
producto génico ligado funcionalmente a las secuencias de control que dirigen la hipermutacion es una secuencia de
codificacién ex6gena heterdloga insertada en la célula o células.

7. Procedimiento segtin la reivindicacién 6, en el que una secuencia de codificacién de la regién del gen V endégeno
se sustituye por una secuencia de codificacion exdgena heteréloga.

8. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que dicho producto génico es una inmuno-
globulina.

9. Procedimiento segiin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que dicho producto génico es una proteina
que se une al ADN.

10. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que la actividad deseada es una actividad
de unién.

11. Procedimiento segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en el que el producto génico es una enzima.

12. Procedimiento segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en el que dicha identificacion de la etapa (b) se
basa en FACS.

13. Procedimiento segiin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en el que dicha identificacién de la etapa (b) se
basa en la unién a perlas magnéticas.

14. Procedimiento segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, en el que dicha identificacién de la etapa (b) se
basa en la seleccién por afinidad.

15. Procedimiento segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, en el que dicha identificacion de la etapa (b) se
basa en la actividad enzimatica.

16. Procedimiento segiin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15, en el que dicha seleccién de la etapa (c) se basa
en FACS.
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17. Procedimiento segiin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16, en el que dicha seleccién de la etapa (c) se basa

en la unidén a perlas magnéticas.

18. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 17, en el que dicha seleccion de la etapa (c) se basa

en la seleccion por afinidad.

19. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 18, en el que dicha seleccion de la etapa (c) se basa

en la actividad enzimatica.
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