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DESCRIPCION
Métodos y reactivos para crear anticuerpos monoclonales
Campo de la descripcion
Esta descripcion se refiere a biologia, y mas especificamente, a biologia molecular e inmunologia.
Antecedentes de la descripcion

Los anticuerpos son polipéptidos bioldgicamente y comercialmente significativos que se unen con gran especificidad
y afinidad a una molécula diana concreta, denominada antigeno. Los anticuerpos son producidos por células
inmunitarias de animales vertebrados, y todos los anticuerpos naturales comparten la misma estructura basica, a
saber, dos cadenas pesadas idénticas unidas covalentemente a dos cadenas ligeras idénticas. Las regiones N-
terminales de una sola cadena pesada y una sola cadena ligera forman un sitio de unioén a antigeno que es particular
para cada anticuerpo individual. La regién C-terminal de las cadenas pesadas determina el isotipo particular del
anticuerpo, y la misma célula productora de anticuerpos puede producir anticuerpos de diferentes isotipos, donde
todos los anticuerpos producidos por la célula tienen el mismo sitio de unién a antigeno. Los diferentes isotipos
suelen realizar diferentes funciones en el animal. Por ejemplo, los anticuerpos del isotipo E (es decir, anticuerpos
IgE) estan implicados en la respuesta alérgica, mientras que los anticuerpos del isotipo A (es decir, anticuerpos IgA)
pueden encontrarse en la membrana de la mucosa, la saliva y la leche materna. La molécula de anticuerpo de cuatro
cadenas puede existir por si misma (p.ej., un anticuerpo IgG) o con monémeros adicionales para formar dimeros
(p-€j., un anticuerpo IgA) o incluso pentameros (p.gj., un anticuerpo IgM).

Con la estructura basica de un anticuerpo bien entendida, se pueden producir anticuerpos recombinantes
manipulando las diferentes regiones de un anticuerpo utilizando técnicas de biologia molecular convencionales. Por
ejemplo, Las Patentes de Estados Unidos Num. 6.180.370 y 6.548.640 describen la humanizacion de un anticuerpo
que se produce de forma natural en un animal no humano manipulando diversas regiones del anticuerpo no humano
utilizando técnicas de biologia molecular. Se describen otros métodos para manipular o generar anticuerpos
recombinantes utilizando técnicas de biologia molecular convencionales (véanse, p.ej. Publicacion PCT Num.
WO91/17271, Publicacion PCT Num. W092/01047; Patentes de Estados Unidos Num. 5.969.108, 6.331.415,
7.498.024 y 7.485.291).

Durante una respuesta inmunitaria, un animal generara numerosos anticuerpos diferentes, cada uno con una
especificidad de unién a antigeno diferente. Esta poblacion de anticuerpos se denomina poblacién policlonal de
anticuerpos. Si la respuesta inmunitaria se dirige hacia un antigeno concreto, la mayoria (pero no todos) de los
anticuerpos policlonales preparados por el animal se uniran especificamente a ese antigeno. Sin embargo, con las
diferencias en la afinidad de union y los sitios de unién en el antigeno, algunos de los anticuerpos policlonales son
mas favorecidos que otros anticuerpos policlonales. En su descubrimiento ganador del Premio Nobel en 1975,
Kohler y Milstein descubrieron una forma de aislar e inmortalizar una sola célula productora de anticuerpos, que
produce un anticuerpo monoclonal que se une especificamente al antigeno de interés, de un animal productor de
anticuerpos policlonales (Kohler y Milstein, Nature 256: 495-497, 1975). Esta tecnologia de inmortalizacion, que
implica fusionar las células productoras de anticuerpos a una célula inmortalizada para producir un hibridoma
productor de anticuerpos monoclonales, ha sido el modelo de la industria para producir anticuerpos monoclonales
durante los ultimos 35 afios.

A pesar de su popularidad y su longevidad, el método del hibridoma de Kohller y Milstein tiene numerosos
inconvenientes. Por ejemplo, conlleva mucho tiempo y requiere mucha mano de obra. De manera mas relevante,
dado que conlleva mucho tiempo y requiere mucha mano de obra, solo una pequefia fracciéon de las células
productoras de anticuerpos del animal se inmortaliza y se selecciona por su capacidad de producir un anticuerpo que
se une especificamente al antigeno. Finalmente, incluso una vez que se ha aislado un hibridoma con la especificidad
de antigeno deseada, la obtencién de la secuencia de aminoacidos del anticuerpo para facilitar la manipulacion
adicional, tal como la humanizacién, del anticuerpo, es ardua y conlleva mucho tiempo.

Existe la necesidad de métodos mejorados para crear anticuerpos monoclonales que se unan especificamente a un
antigeno deseado.

Obermeier et al. 'Matching of oligoclonal immunoglobulin transcriptomes and proteomes of cerebrospinal fluid in
multiple sclerosis’; Nature Medicine; 2008, vol. 14, no. 6; paginas, 688-693, describe un método para correlacionar
proteomas de inmunoglobulina (Ig) con transcriptomas de células B en muestras de fluido y tejido humanos,
utilizando la esclerosis multiple como paradigma.

De Costa et al. 'Sequencing and Quantifying IgG Fragments and Antigen-Binding Regions by Mass Spectrometry';
Journal of Proteome Research; 2010, vol. 9, no. 6, paginas 2937-2945, describe el aislamiento reproducible y la
secuenciacion de Fab a partir de sueros donantes sanos mediante espectrometria de masas de alta resolucion.
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Compendio de la descripcion
La invencion es la que se reivindica en las reivindicaciones 1-14.

Los diversos aspectos y realizaciones de la invencion proporcionan métodos para crear de forma rapida y precisa
anticuerpos monoclonales que se unen especificamente a un antigeno de interés. En aspectos y realizaciones
adicionales, la descripcion proporciona reactivos y composiciones para realizar los diversos métodos de la invencion,
y reactivos y composiciones resultantes de la realizacion de los diversos métodos de la invencion. En algunas
realizaciones, los métodos, reactivos y composiciones descritos en la presente memoria son Utiles para crear
anticuerpos monoclonales a partir de la circulacion de un sujeto.

En un aspecto, la invencién proporciona un método para obtener las secuencias de una inmunoglobulina (o regiones
variables de la misma) que se une especificamente a un antigeno que comprende: (a) proporcionar secuencias de
acido nucleico que codifican cadenas de inmunoglobulina (o regiones variables de las mismas) de multiples
inmunoglobulinas de al menos un animal; (b) obtener informaciéon de los espectros de masas de fragmentos
peptidicos de cadenas pesadas de inmunoglobulina y cadenas ligeras de inmunoglobulina de una poblacién de
inmunoglobulinas policlonales que se unen especificamente a un antigeno; (c) correlacionar la informacién de los
espectros de masas de los fragmentos peptidicos con la informacién pronosticada de los espectros de masas de las
secuencias de acidos nucleicos, dicha informacién pronosticada de los espectros de masas derivada de secuencias
de aminoacidos pronosticadas codificadas por secuencias de nucleétidos de dichas secuencias de acido nucleico
para identificar secuencias de nucleotidos que codifican cadenas de inmunoglobulina (o regiones variables de las
mismas) que comprenden los fragmentos peptidicos; y (d) seleccionar entre las secuencias de nucleétidos o
secuencias de aminoacidos identificadas de las cadenas de inmunoglobulina (o regiones variables de las mismas)
basandose en la cobertura de la secuencia de aminoacidos de las cadenas de inmunoglobulina o fragmentos de las
mismas por los fragmentos peptidicos, para obtener secuencias de nucleétidos o secuencias de aminoacidos de
cadenas pesadas o ligeras de inmunoglobulinas que se unen especificamente a un antigeno.

En algunas realizaciones, una cadena de inmunoglobulina pesada y una cadena ligera de inmunoglobulina (o
regiones variables de las mismas) seleccionadas en la etapa (d) se ensamblan para crear una inmunoglobulina (o
regiones variables de la misma) que se une especificamente al antigeno. En algunas realizaciones, las secuencias
de nucledtidos o las secuencias de aminoacidos de las regiones variables de la cadena de inmunoglobulina
obtenidas en la etapa (d) se sintetizan mediante técnicas recombinantes de biologia molecular o técnicas de sintesis
de genes antes del ensamblaje.

En algunas realizaciones, el método comprende adicionalmente: escrutar con un inmunoensayo la inmunoglobulina
(o las regiones variables de la misma) creadas para confirmar que dicha inmunoglobulina (o regiones variables de la
misma) se une especificamente al antigeno. En algunas realizaciones, el inmunoensayo se selecciona del grupo que
consiste en un ensayo de citometria de flujo, un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzima (ELISA), un ensayo de
transferencia Western, un ensayo inmunohistoquimico, un ensayo de inmunofluorescencia, un radioinmunoensayo,
un ensayo de neutralizaciéon, un ensayo de unién, un ensayo de afinidad o un ensayo de inmunoprecipitacion de
proteinas o péptidos.

En algunas realizaciones, la seleccion de cadenas pesadas de inmunoglobulina y cadenas ligeras de
inmunoglobulina en la etapa (d) se realiza basandose en la cobertura de la secuencia de aminoacidos de una
porcién de las cadenas (p.ej., la region variable o una regidon determinante de complementariedad) por los
fragmentos peptidicos.

En otras realizaciones, la seleccién de cadenas pesadas o ligeras de inmunoglobulina en la etapa (d) se realiza
basandose en la cobertura de la secuencia de aminoacidos de las cadenas de inmunoglobulina o fragmentos de las
mismas por los fragmentos peptidicos, combinada con al menos un parametro seleccionado del grupo que consiste
en el numero de péptidos Unicos mapeados, la comparticion de espectro, el recuento total de péptidos, el recuento
de péptidos unicos, la frecuencia de las secuencias 20 de acidos nucleicos codificantes y la relacion clonal.

En diversas realizaciones, las secuencias de acido nucleico y la informacién derivada de las secuencias de acido
nucleico (incluyendo, por ejemplo, las secuencias de nucledtidos, las secuencias de aminoacidos pronosticadas y los
espectros de masas pronosticados) estan ubicadas en una base de datos de material genético.

En algunas realizaciones, el animal del que se obtienen las secuencias de acido nucleico es un animal expuesto al
antigeno.

En algunas realizaciones, las secuencias de aminoacidos pronosticadas codificadas por dichas secuencias de acido
nucleico que codifican cadenas de inmunoglobulina (o regiones variables de las mismas) de inmunoglobulinas
multiples del animal se obtienen: (1) aislando moléculas de acido nucleico de glébulos blancos de dicho animal; (2)
amplificando la cadena de inmunoglobulina (o su regién variable) que codifica las moléculas de acido nucleico
utilizando cebadores especificos para secuencias de polinucleétidos adyacentes a dicha cadena de inmunoglobulina
(o region variable de la misma) que codifica las moléculas de acido nucleico; (3) obteniendo secuencias de
nucledtidos de dichas moléculas amplificadas de acido nucleico que codifican las cadenas de inmunoglobulina (o
regiones variables de las mismas) de multiples inmunoglobulinas del animal; y (4) utilizando el cédigo genético para
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traducir las secuencias de nucleétidos a las secuencias de aminoacidos pronosticadas.

En algunas realizaciones, las secuencias de acido nucleico son secuencias de acido nucleico expresadas (p.€j.,
transcritas a ARN y/o traducidas a proteina en células del animal).

En algunas realizaciones, las secuencias de aminoacidos pronosticadas codificadas por las moléculas de acido
nucleico que codifican las cadenas de inmunoglobulina (o regiones variables de las mismas) de inmunoglobulinas
multiples del animal se obtienen: (1) aislando moléculas de acido nucleico de glébulos blancos de dicho animal; (2)
secuenciando la cadena de inmunoglobulina (o su regidn variable) que codifica las moléculas de acido nucleico
utilizando cebadores especificos para secuencias de polinucleétidos adyacentes a dicha cadena de inmunoglobulina
(o region variable de la misma) que codifica 15 moléculas de acido nucleico para obtener las secuencias de
nucledtidos que codifican las cadenas de inmunoglobulina (o regiones variables de las mismas) de multiples
inmunoglobulinas del animal; y (3) utilizando el cédigo genético para traducir las secuencias de acido nucleico a
secuencias de aminoacidos. En algunas realizaciones, las moléculas de acido nucleico son moléculas de ARN y
dicha etapa de amplificacion incluye una etapa de transcripcion inversa inicial.

En algunas realizaciones, las secuencias polinucleotidicas adyacentes a las moléculas de acido nucleico que
codifican la cadena de inmunoglobulina (o su region variable) se seleccionan del grupo que consiste en genes de
inmunoglobulina flanqueantes de ADN gendmico, secuencias de polinucledtidos que codifican regiones constantes
de cadenas de inmunoglobulina y secuencias de polinucledtidos que codifican regiones marco de cadena de
inmunoglobulina.

En algunas realizaciones, la informacién de los espectros de masas pronosticados se obtiene utilizando un método
que comprende las etapas de: (i) realizar un resumen tedrico de secuencias de aminoacidos pronosticadas
codificadas por las secuencias de nucledtidos de las moléculas de acido nucleico con una o mas proteasas y/o uno o
mas reactivos quimicos de escision de proteinas para generar fragmentos de péptidos virtuales; y (ii) crear espectros
de masas pronosticados de dichos fragmentos peptidicos virtuales.

En algunas realizaciones, la informacion del espectro de masas observada de los fragmentos peptidicos se obtiene
utilizando un método que comprende las etapas de: (i) aislar una poblacién de inmunoglobulinas policlonales que se
unen especificamente al antigeno; (ii) digerir la poblacion con una o mas proteasas y/o uno o mas reactivos de
escision quimica de proteinas para generar fragmentos; y (iii) obtener informacion de los espectros de masas de
dichos fragmentos peptidicos. En algunas realizaciones, la poblacion de anticuerpos policlonales se aisla utilizando
un método que comprende las etapas de: (1) obtener fluido corporal o una fraccion del mismo (p.ej., sangre, suero
y/o plasma) de un animal; (2) hacer pasar el fluido corporal o una fraccion del mismo sobre el antigeno en
condiciones en las que las inmunoglobulinas que se unen especificamente al antigeno se uniran al antigeno; y (3)
recoger dichas inmunoglobulinas unidas a dicho antigeno para obtener la poblacién de inmunoglobulinas
policlonales que se unen especificamente al antigeno. En algunas realizaciones, el antigeno se une a un soporte
soélido (p.ej., el antigeno se une covalente o no covalentemente al soporte sélido). En algunas realizaciones, el
soporte soélido puede ser una esfera (p.ej., una esfera de agarosa o magnético), una pared de una columna, o un
fondo de una placa (p.€j., una placa de cultivo de tejido).

En algunas realizaciones, el animal es un animal previamente expuesto al antigeno. En algunas realizaciones, el
animal expuesto previamente al antigeno es un animal previamente inmunizado con el antigeno.

En otro aspecto, la invencion proporciona un método para obtener las secuencias de aminoacidos de la region
variable de la cadena de inmunoglobulina de una inmunoglobulina que se une especificamente a un antigeno, que
comprende: (a) proporcionar secuencias de acido nucleico que codifican regiones variables de inmunoglobulina de
multiples inmunoglobulinas de un animal; (b) obtener informacién de los espectros de masas de los fragmentos
peptidicos de las regiones variables de la cadena de inmunoglobulina de una poblacion de inmunoglobulinas
policlonales que se unen especificamente a un antigeno; (c) correlacionar la informacién de los espectros de masas
de los fragmentos peptidicos con la informacién pronosticada de los espectros de masas de las secuencias de acido
nucleico, dicha informacién pronosticada de los espectro de masas derivada de las secuencias de aminoacidos
pronosticadas codificadas por dichas secuencias de acido nucleico, para obtener secuencias de aminoacidos de
regiones variables de cadena de inmunoglobulina que comprende los fragmentos peptidicos; y (d) seleccionar entre
las secuencias de nucleétidos identificadas o secuencias de aminoacidos de las regiones variables de cadena de
inmunoglobulina basandose en la cobertura de la secuencia de aminoacidos de las regiones variables por los
fragmentos peptidicos, para obtener secuencias de nucleétidos o secuencias de aminoacidos de regiones variables
de inmunoglobulinas que se unen especificamente a un antigeno

En algunas realizaciones, el método comprende adicionalmente la etapa (e) escrutar las secuencias de aminoacidos
de dichas regiones variables de la cadena de inmunoglobulina con un inmunoensayo para aislar una region variable
de la cadena de inmunoglobulina de una inmunoglobulina que se une especificamente al antigeno. En algunas
realizaciones, las secuencias de nucleétidos o secuencias de aminoacidos de las regiones variables de la cadena de
inmunoglobulina obtenidas en la etapa (d) se sintetizan mediante técnicas recombinantes de biologia molecular o
técnicas de sintesis de genes antes de la etapa de escrutinio de la etapa (e). En algunas realizaciones, la region
variable de la cadena de inmunoglobulina producida en la etapa (d) se ensambla con una segunda region variable de
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cadena de inmunoglobulina para crear un dominio de unién a anticuerpo de una inmunoglobulina que se une
especificamente al antigeno. En algunas realizaciones, el inmunoensayo se selecciona del grupo que consiste en un
ensayo de citometria de flujo, un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA), un ensayo de transferencia
Western y un ensayo inmunohistoquimico, un ensayo de inmunofluorescencia, un radioinmunoensayo, un ensayo de
neutralizacion, un ensayo de unién, un ensayo de afinidad o un ensayo de inmunoprecipitacion de proteinas o
péptidos.

En algunas realizaciones, la region variable de la cadena de inmunoglobulina es una region variable de cadena
pesada o una region variable de cadena ligera.

En un aspecto adicional, la descripcidon proporciona un método para crear un dominio de unién a antigeno de una
inmunoglobulina que se une especificamente a un antigeno que comprende: (a) proporcionar secuencias de acido
nucleico que codifican regiones variables de cadena pesada de inmunoglobulina y regiones variables de cadena
ligera de inmunoglobulinas multiples de un animal; (b) obtener informacién de los espectros de masas de fragmentos
peptidicos de cadenas pesadas de inmunoglobulina y cadenas ligeras de inmunoglobulina de una poblacién de
inmunoglobulinas policlonales que se unen especificamente a un antigeno; (c) correlacionar informacion de los
espectros de masas de los fragmentos peptidicos con informacién de los espectros de masas pronosticados de las
secuencias de acidos nucleicos, dicha informacién pronosticada de los espectros de masas derivada de secuencias
de aminoacidos pronosticadas codificadas por dichas secuencias de acidos nucleicos, para obtener secuencias de
nucledtidos o secuencias de aminoacidos de regiones variables de la cadena de inmunoglobulina que comprenden
los fragmentos peptidicos; (d) seleccionar entre las secuencias de nucleétidos identificadas o las secuencias de
aminoacidos de las regiones variables de la cadena de inmunoglobulina basandose en la cobertura de la secuencia
de aminoacidos de los fragmentos peptidicos para obtener secuencias de nucleétidos o secuencias de aminoacidos
de regiones variables de inmunoglobulinas que se unen especificamente a un antigeno; y (e) ensamblar una region
variable de cadena pesada de inmunoglobulina seleccionada con una region variable de cadena ligera de
inmunoglobulina seleccionada para crear un dominio de unién a antigeno de una inmunoglobulina que se une
especificamente al antigeno.

En diversas realizaciones de todos los aspectos de la invenciéon, el animal es un animal vertebrado. En diversas
realizaciones, el animal es un mamifero. En algunas realizaciones, el animal es un ser humano. En algunas
realizaciones, el animal es una rata, un conejo o un ratén. En algunas realizaciones, el animal es un ave, un animal
domesticado, un animal de compaiiia, ganado, un roedor o un primate. En algunas realizaciones, el animal es un
animal transgénico no humano, por ejemplo, un animal transgénico no humano que expresa secuencias de
anticuerpos humanos y/o produce anticuerpos que son al menos parcialmente humanos.

En diversos aspectos, la descripcion también proporciona una inmunoglobulina (o region variable de la misma), o
una region variable de la cadena de inmunoglobulina o un dominio de unién a antigeno de una inmunoglobulina que
se une especificamente a un antigeno aislado o creado de acuerdo con las diversas realizaciones no limitantes de la
revelacion. En diversas realizaciones, la inmunoglobulina (o region variable de la misma), o una regién variable de la
cadena de inmunoglobulina o un dominio de unién a antigeno de una inmunoglobulina que se une especificamente a
un antigeno, estan aisladas o son recombinantes. En diversas realizaciones, la descripcién también proporciona un
vehiculo farmacéuticamente aceptable y una inmunoglobulina (o region variable de la misma), o una regién variable
de la cadena de inmunoglobulina o un dominio de unién a antigeno de una inmunoglobulina que se une
especificamente a un antigeno aislado o creado de acuerdo con las diversos realizaciones no limitantes de la
descripcion.

En un aspecto adicional, la descripcién proporciona un método para tratar un animal que tiene o se sospecha que
tiene una enfermedad caracterizada por un antigeno de esa enfermedad, donde el método comprende administrar
una cantidad eficaz de una composicién de acuerdo con diversas realizaciones de la descripcién, en donde el
antigeno especificamente unido por la inmunoglobulina (o regién variable de la misma), o la regién variable de la
cadena de inmunoglobulina o un dominio de unién a antigeno de la composicién y el antigeno de la enfermedad son
los mismos. En algunas realizaciones, el animal es un ser humano. En algunas realizaciones, el animal es un roedor,
ganado, un animal domesticado, un animal de compafiia o un primate.

En un aspecto adicional, la descripcion proporciona un método para reducir la probabilidad de aparicién en un animal
de una enfermedad caracterizada por la presencia en el animal de un antigeno de enfermedad, donde el método
comprende administrar una cantidad eficaz de una composicién de acuerdo con diversas realizaciones de la
descripcion, en donde el antigeno especificamente unido por la inmunoglobulina (o regién variable de la misma), o la
region variable de la cadena de inmunoglobulina o un dominio de unién a antigeno de la composicion y el antigeno
de la enfermedad son los mismos. En algunas realizaciones, la composicion comprende adicionalmente un
coadyuvante. En algunas realizaciones, el animal es un ser humano. En algunas realizaciones, el animal es un
roedor, ganado, un animal domesticado, un animal de compafiia o un primate.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 es un diagrama esquematico de un anticuerpo que comprende dos cadenas pesadas y dos cadenas
ligeras. Las dos cadenas pesadas se unen entre si mediante dos enlaces disulfuro situados en la region bisagra del
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anticuerpo. Cada cadena ligera esta unida a una cadena pesada mediante un enlace disulfuro tnico. El sitio de
union al antigeno se crea en el extremo N terminal de las cadenas pesada vy ligera.

La Figura 2 es un diagrama esquematico que muestra un ejemplo de un método no limitante de diversas
realizaciones de la invencion. En este ejemplo, las muestras que comprenden linfocitos B (p.ej., una muestra de
sangre o una muestra de tejido) y suero sanguineo y/o plasma se recogen del mismo animal (p.ej., un ser humano,
un ratén o un conejo). Las moléculas de acido nucleico que codifican cadenas de inmunoglobulina (o regiones
variables de las mismas) se secuencian y estas secuencias de acido nucleico se utilizan para generar informacion
del espectro de masas tedrica o pronosticada basada en las secuencias de aminoacidos pronosticadas codificadas
por las secuencias de acido nucleico. Los anticuerpos policlonales de los sueros sanguineos se digieren
proteoliticamente o se fragmentan quimicamente y los fragmentos peptidicos resultantes se someten a analisis
mediante espectrometria de masas. La informacion de las secuencias de acido nucleico (p.ej., los espectros de
masas s) se compara con la informacion del espectro de masas de los fragmentos de péptidos para identificar la
secuencia de una cadena de inmunoglobulina (o dominio variable de la misma) de un anticuerpo. Este anticuerpo
puede generarse de manera recombinante segun los métodos convencionales.

La Figura 3 es un diagrama esquematico que muestra otro ejemplo de un método no limitante de diversas
realizaciones de la invencion. En este ejemplo, los linfocitos B y el suero sanguineo y/o el plasma se recogen del
mismo animal (en este caso un conejo). A partir de los linfocitos B, el ARNm se extrae y se somete a secuenciacion
utilizando la maquina Genome Sequencer FLX System disponible comercialmente de 454 Life Sciences utilizando
cebadores de secuenciacion de genes especificos de inmunoglobulina. Esta informacion se utiliza para generar
espectros de masas tedricos basados en las secuencias de aminoacidos pronosticadas. A partir del suero y/o
plasma sanguineos, los anticuerpos policlonales se aislan y se someten a digestion con proteasas y/o escisién con
reactivos de escision quimica de proteinas. Los fragmentos peptidicos resultantes se separan mediante
cromatografia liquida, seguida de analisis de espectrometria de masas (MS/MS). Los espectros de masas de los
fragmentos peptidicos se correlacionan con los espectros de masas tedricos de las secuencias de acidos nucleicos
para obtener las secuencias de aminoacidos de las cadenas de inmunoglobulinas incluyendo los fragmentos
peptidicos. A continuacion, se pueden ensamblar una cadena pesada y ligera para crear una inmunoglobulina
recombinante clonando las secuencias de acido nucleico que codifican las cadenas de inmunoglobulina en uno o
varios vectores de expresion y expresando los vectores de expresidon en una célula. La inmunoglobulina
recombinante expresada se caracteriza adicionalmente.

La Figura 4 es un diagrama esquematico que representa otro ejemplo de un método no limitante de varias
realizaciones de la invencion. En este ejemplo, se recogen del mismo animal (p.ej., un ser humano, un ratén o un
conejo) una fuente no limitante de células B (p.ej., esplenocitos) y anticuerpos policlonales. Las moléculas de acido
nucleico se extraen de la fuente de células B y se someten a secuenciacion de nueva generacion (NGS) utilizando la
maquina Roche 454 utilizando cebadores de secuenciacion de genes especificos de inmunoglobulina. Esta
informacién, que se puede poner en una base de datos de material genético, se puede utilizar para generar
espectros de masas tedricos basados en las secuencias de aminoacidos pronosticadas codificadas por la secuencia
de acido nucleico. También del animal (p.ej., un ser humano, un raton o un conejo), se cargan anticuerpos
policlonales (o fragmentos peptidicos de los mismos) en el espectrometro de masas para su analisis. Las secuencias
de acido nucleico se analizan utilizando reglas de Kabat para identificar las secuencias de las regiones variables
(p-€j., una de las regiones CDR o regiones FR) de la secuencia. Las secuencias de los fragmentos peptidicos de los
anticuerpos policlonales analizados se escrutan a continuacién para identificar qué péptidos coinciden con la
totalidad o parte de la region variable de una secuencia de aminoacidos pronosticada.

La Figura 5 es una tabla que muestra secuencias de NGS de cadena pesada y ligera (es decir, secuenciacion de
nueva generacion) que tenian una buena correlacion de espectrometria de masas y péptido sobre la region variable.
Algunos de estos péptidos aparecieron con bastante frecuencia (véase, p.gj., la referencia de cadena ligera Num.
G623FKB01A3GC7) y algunos tenian un alto recuento de frecuencia de secuencia de acido nucleico (véase, p.gj., la
referencia de cadena ligera G623FKB01AXJ1C). Las filas en negrita y cursiva representan las cadenas de
inmunoglobulina que, al realizar la prueba, se encontré6 que contenian secuencias que se unen especificamente al
antigeno (véanse los resultados de la prueba en la Figura 6).

La Figura 6 es una tabla que muestra los resultados de los ensayos ELISA que prueban anticuerpos preparados
utilizando un método no limitante de la invencion escrutado frente a placas ELISA recubiertas con péptidos p-Erk.
Las diferentes cadenas ligeras y pesadas que se muestran en la Fig. 5 se combinaron al azar entre si. Como se
puede observar a partir de la Fig. 6, una serie de emparejamientos dio como resultado anticuerpos que pudieron
unirse especificamente a las placas recubiertas con p-ERK (los anticuerpos positivos se muestran sombreados).

La Figura 7 es una representacion fotografica de un gel de agarosa que muestra los resultados de una reaccion de
RT-PCR (es decir, reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa) de cadenas pesadas y cadenas
ligeras kappa y lambda de ADNc generado a partir de esplenocitos de conejos inmunizados con antigeno p-MET.

La Figura 8 es una tabla que muestra las secuencias de las cadenas de anticuerpos después de combinar los
espectros de masas tedricos (es decir, pronosticados) derivados de las secuencias de acidos nucleicos con datos de
LC-MS/MS del anticuerpo purificado por afinidad. También se mostré la abundancia de la cadena de anticuerpos
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basada en la frecuencia de NGS. Las cadenas representadas en cursiva se sintetizaron y ensamblaron en
anticuerpo; y las cadenas en negrita y cursiva son aquellas que, tras la prueba con analisis de transferencia
Western, se encontré que se unian especificamente al antigeno p-MET.

La Figura 9 es una representacion fotografica que muestra los resultados de un experimento de transferencia
Western que analiza productos lisados preparados a partir de células Hela sin tratar (- calles en las tres
transferencias) o tratados con factor de crecimiento humano (HGF) (+ calles en las tres transferencias) con dos
anticuerpos de conejo diferentes generados utilizando un método no limitante de la invencion (transferencias
marcadas como 1y 2) y con un anticuerpo de control (transferencias mas a la izquierda). Después de los resultados
positivos con la transferencia Western, se identificaron anticuerpos especificos de antigeno (emparejamiento de
cadena pesada y ligera). Como se muestra, los anticuerpos identificados en ambas lineas 1 y 2 utilizaban la misma
cadena pesada, pero tenian cadenas ligeras diferentes. Las secuencias de aminoacidos de las cadenas pesada y
ligera de los dos anticuerpos de conejo se muestran debajo de los resultados de la transferencia Western, con las
regiones CDR3 de las cadenas pesada y ligera subrayadas.

Figuras 10a-e. Purificacion por afinidad de IgG policlonal de conejo especifica de receptor de progesterona. (a) Se
aislo IgG total del suero del conejo inmunizado con Proteina A y se purificd por afinidad adicionalmente sobre
péptidos antigénicos inmovilizados mediante flujo por gravedad. Después de un lavado exhaustivo para reducir la
IgG no especifica, se usé una elucion secuencial con pH progresivamente acido para fraccionar la IgG policlonal
especifica de antigeno. Cada fraccion se sometid a ensayo para determinar su actividad especifica mediante
transferencia Western a una concentracion de anticuerpo correspondiente (21,5 ng/ml) para detectar PR A/B en
productos lisados de células T47D (+). También se analizaron los productos lisados de control negativo de HT1080
(-), (b). La fraccion con la actividad especifica mas alta, pH 1,8, se procesé con cuatro proteasas para analisis de LC-
MS/MS, (c). Un espectro de MS/MS emparejado mediante SEQUEST al péptido triptico completo de la region V
GFALWGPGTLVTVSSGOPK (SEC ID NO: 305) que contiene CDRH3 (subrayado) con una XCorr de 5,560 y un AM
(m/z observada - m/z esperada) de 0,39 ppm. (d). Los espectros de MS/MS se mapearon para a péptidos de la
region V mediante SEQUEST vy se filtraron a una FDR de < 2%. Los péptidos de alta confianza se volvieron a
mapear frente a la base de datos de la region V generada por NGS, teniendo en cuenta la proteasa utilizada para la
preparacion de muestras y haciendo un seguimiento del nimero total de péptidos, el numero de péptidos uUnicos, la
comparticion del espectro y la cobertura de aminoacidos de toda la regién V. Se seleccionaron secuencias de la
region V de alta cobertura, expresadas como anticuerpos monoclonales, y se escrutaron para determinar la actividad
deseada (e). La cobertura de identificacion de secuencia de cadena pesada y ligera del clon F9. Las secuencias de
la region V representadas, cuando se emparejan, se unen especificamente a PR A/B humana (véanse las Figuras
11a-e). Los aminoacidos mapeados para uno o mas péptidos se muestran en negrita. Para maximizar la cobertura
de la regién V y tener en cuenta la composicion de aminoacidos altamente variable, se utilizaron proteasas
complementarias (quimotripsina, elastasa, pepsina, tripsina).

Figuras 11a-e. I|dentificacion y caracterizacion de anticuerpos monoclonales funcionales contra el receptor de
progesterona A/B. (un). El emparejamiento combinatorio de cadenas pesadas y ligeras produjo 12 clones reactivos
mediante ELISA especificos de antigeno indicados en color amarillo. La secuencia de CDRS3 se utiliza como un
identificador: ¢ indica clones positivos para la Transferencia Western (véase la Fig. 11b), (b). Seis clones (F1 F9, HI,
Cl, F7 y H9) fueron especificos para la deteccion del receptor A/B de progesterona mediante transferencia Western.
Los clones E6 (negativo para ELISA, negativo para Western) y H7 (positivo para ELISA, negativo para Western) se
muestran como controles. +, T47D (positivo para PR A/B); -, MDA-MB-231 (negativo para PR A/B). Todos los
anticuerpos se sometieron a ensayo a 21,5 ng/mL. (c). Comparacion de la actividad especifica del clon F9 con la
mezcla policlonal purificada por afinidad mediante inmunohistoquimica. 0,4 ug/ml de F9 tifieron especificamente
tejido o lineas celulares (T47D y MCF-7) positivos para PR A/B, pero no una linea celular (MDA-MB-231) negativa
para PR A/B. Se utilizaron 0,2 pg/ml de anticuerpo policlonal como control positivo, (d), Analisis de citometria de
flujo, Color azul, células T47D (linea celular positiva para receptor de progesterona A/B); Color negro, MDA-MB-231
(linea celular negativa para el receptor de progesterona A/B). Razén sefal/ruido del anticuerpo policlonal, 1,69;
concentracion, 3,7 pg/mL. Razon sefial/ruido del anticuerpo monoclonal F9 = 36,4; concentracion 0,5 ug/mL. (e) El
analisis de microscopia de inmunofluorescencia confocal mostré un patrén especifico de tincién nuclear en la linea
celular positiva MCF-7 del receptor de progesterona A/B pero no en las células MDA-MB-231 a 0,46 ug/ml. No se
incluyd anticuerpo primario como control de tinciéon de fondo. Los anticuerpos policlonales también se utilizaron como
comparacion a una concentracion de 1,85 ug/mL.

Figuras 12a-d. La caracterizacion del clon C3 del anticuerpo monoclonal anti-Lin28A, (a) El emparejamiento
combinatorio de cadenas pesadas y ligeras produjo 5 clones reactivos mediante ELISA especificos de antigeno
indicados mediante sombreado. V indica clones positivos para la transferencia Western. La secuencia de CDR3 se
utiliza como un identificador, (b) El analisis de transferencia Western se realizé utilizando diversos productos lisados
celulares positivos para Lin28A, NCCIT, NTERA, mMES e IGROV1. (c) El analisis de inmunofluorescencia confocal
se realizd con células (HelLa) negativas para Lin28A y células (NTERA) positivas para Lin28A. (d) Analisis de
citometria de flujo de anticuerpo monoclonal. Pico izquierdo, células HeLa (Lin28A -); pico derecho, células NTERA
(Lin28A +). Las regiones V* tenian la misma secuencia de CDR3 pero no secuencias de region V idénticas.

Figuras 13a-c. Identificacion y caracterizacion de anticuerpos monoclonales de ratén funcionales contra fosfo-Erk.
(a) Purificacion de anticuerpos policlonales de fosfo-Erk a partir de los sueros agrupados de tres ratones. Los sueros
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agrupados, la IgG total purificada de proteina G de los sueros agrupados, la fraccion no unida de la purificacion de
proteina G, y las fracciones de elucion acida de pH 3,5, 2,7 y 1,8 se analizaron mediante transferencia Western para
determinar la especificidad de unién contra fosfo-Erk en producto lisado de células Jurkat +, Células Jurkat
estimuladas con TPA,; -, células Jurkat tratadas con U0126. (b) El emparejamiento combinatorio de cadenas pesadas
y ligeras produjo 15 clones, indicados mediante sombreado, que son reactivos mediante ELISA de antigeno
peptidico. V indica clones positivos para la transferencia Western (Véase (c)). La secuencia CDR3 se utiliza como un
identificador. Para las secuencias de cadena pesada, la parte subrayada indica el final de la Regién Marco 3. (c)
Tres clones (CIO, F10 y M3) fueron especificos para la detecciéon de fosfo-Erk mediante transferencia Western. El
clon C9 (positivo para ELISA, negativo para Western) se muestra como control. Todos los anticuerpos fueron
sometidos a ensayo a 100 ng/mL.

Descripcion detallada

Esta descripcion se refiere a métodos y sistemas para obtener de forma rapida y precisa las secuencias de
aminoacidos (y secuencias de acidos nucleicos codificantes) de anticuerpos monoclonales que se unen
especificamente a un antigeno de interés. Mas especificamente, la presente metodologia implica una investigacion
protedmica directa, basada en espectrometria de masas de anticuerpos policlonales circulantes del suero de un
animal, contra una base de datos de material genético que esta compuesta de moléculas de acido nucleico que
codifican cadenas de inmunoglobulina completas o regiones variables. En realizaciones especificas, la base de
datos de material genético se genera a partir del repertorio de células B de un animal (p.ej., el mismo animal cuyo
suero se recogidé para obtener los anticuerpos policlonales) utilizando tecnologias de secuenciacion de acidos
nucleicos. Por lo tanto, el enfoque actual implica esencialmente correlacionar (es decir, realizar comparaciones
cruzadas o referencias cruzadas) la informacién de dos fuentes: informacion del espectro de masas de los
anticuerpos policlonales circulantes reales de un animal, e informacion (incluyendo, p.ej., espectros de masas
pronosticados) de la base de datos de material genético. A continuacion, se puede identificar una lista de secuencias
de ADN de cadena pesada y ligera a partir de la base de datos de material genético que corresponde a los
anticuerpos reales del suero. Dichas cadenas pesadas y ligeras se pueden expresar por pares para obtener
anticuerpos monoclonales funcionales.

En algunas realizaciones, la presente metodologia no requiere la inmortalizacion de células B, la clasificacion de
células individuales y la clonacion molecular, o la presentacion en fagos, y no implica el ensamblaje de secuencias
de anticuerpos basadas en conjeturas. Aprovechando las fortalezas de las tecnologias de espectrometria de masas
y de secuenciacion de acidos nucleicos (como Next Generation DNA Sequencing o NGS), el enfoque de esta
invencion puede reducir significativamente la cantidad de tiempo necesaria para aislar las secuencias de anticuerpos
monoclonales especificos de antigenos de una poblacién policlonal, permitiendo asi una transicion mas rapida a
anticuerpos recombinantes tales como anticuerpos completamente humanos o anticuerpos humanizados (p.€j.,
anticuerpos murinos humanizados) que pueden utilizarse terapéuticamente.

Ademas, la presente metodologia es capaz de identificar anticuerpos raros que las tecnologias existentes
probablemente no detectaron. Los autores de la presente invenciéon han descubierto sorprendentemente que los
anticuerpos individuales con especificidad muy selectiva (p.ej., un anticuerpo que se une especificamente a un
residuo de tirosina fosforilado dentro de un polipéptido) pueden aparecer muy raramente dentro de una poblacion
policlonal. Los métodos que dependen de las frecuencias de los ARNm que codifican anticuerpos y la amplificacion
de PGR pueden pasar por alto estos anticuerpos porque sus cadenas variables se producen con baja frecuencia.
Por el contrario, la presente metodologia utiliza, por ejemplo, analisis protedmicos basados en espectrometria de
masas de fragmentos de péptidos reales derivados de una poblacion de anticuerpos policlonales, y por lo tanto no
sufre los errores de frecuencia después de la amplificacion de PGR.

Ademas, la presente metodologia permite la creacion rapida de nuevos anticuerpos especificos de antigeno que
pueden no existir en la poblacién policlonal de partida. Por ejemplo, la molécula de inmunoglobulina creada que tiene
las mayores cualidades deseadas (p.ej., mayor afinidad de unién (o KD mas baja) para el antigeno o un isotipo
deseado (p.ej., 1IgG2a) puede ser el resultado de una cadena ligera de un primer anticuerpo en la poblacion
policlonal ensamblada con una cadena pesada de un segundo anticuerpo (es decir, diferente del primer anticuerpo)
en la poblacién policlonal.

Los métodos descritos en la presente memoria tienen aplicaciones en inmunologia basica y terapéutica. Por
ejemplo, los métodos pueden proporcionar la base para comprender cuestiones centrales en el campo de la
inmunologia, incluyendo diversidad de anticuerpos séricos, dinamica, cinética, clonalidad y migracion de las células
B después de la exposicion al antigeno. Los métodos también pueden utilizarse para buscar anticuerpos
monoclonales humanos terapéuticamente relevantes de individuos inmunizados, infectados naturalmente o
enfermos.

Como se demuestra en la presente memoria, la presente metodologia se ha aplicado con éxito a varios antigenos
diferentes en animales de laboratorio y en seres humanos, y ha conducido al aislamiento de anticuerpos
monoclonales con actividades especificas de antigeno que recapitulan o superan las de los anticuerpos policlonales
purificados por afinidad originales encontrados en el suero de sujetos inmunizados.
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Por consiguiente, esta descripcion proporciona adicionalmente anticuerpos monoclonales recombinantes aislados
especificos para un antigeno, que incluyen anticuerpos terapéuticos especificos para un antigeno de enfermedad,
asi como métodos terapéuticos para tratar una enfermedad basados en la administracion de anticuerpos
monoclonales terapéuticos.

Los diversos aspectos y realizaciones de la invencion se describen con mas detalle a continuacion. Las patentes, las
aplicaciones publicadas y la bibliografia cientifica a las que se hace referencia en la presente memoria establecen el
conocimiento de los expertos en la técnica. Cualquier conflicto entre cualquier referencia citada en la presente
memoria y las ensefianzas especificas de esta memoria descriptiva se resolvera a favor de esta ultima. Del mismo
modo, cualquier conflicto entre una definicion comprendida en la técnica de una palabra o frase y una definicién de la
palabra o frase tal como se ensefa especificamente en esta memoria descriptiva se resolvera a favor de esta ultima.

Definiciones

Segun se utiliza en la presente memoria, los siguientes términos tienen los significados indicados. Segun se utiliza
en esta memoria descriptiva, las formas singulares "un", "uno", "una", "el" y "la" especificamente también abarcan las
formas plurales de los términos a los que se refieren, a menos que el contenido indique claramente lo contrario. El
término "aproximadamente" se utiliza en la presente memoria para significar en torno a, en la region de, mas o
menos, o alrededor de. Cuando el término "aproximadamente" se utiliza junto con un intervalo numérico, modifica
ese intervalo extendiendo los limites por encima y por debajo de los valores numéricos establecidos. En general, €l
término "aproximadamente" se utiliza en la presente memoria para modificar un valor numérico por encima y por

debajo del valor indicado mediante una variacion de 20%.

Por "péptido" o "fragmento peptidico" se entiende un polimero corto formado a partir de los residuos de aminoacidos
individuales que se unen entre si, donde la unién entre un residuo de aminoacido y el segundo residuo de
aminoacido se denomina un enlace amida o un enlace peptidico. Un péptido comprende al menos dos residuos de
aminoacidos. Un péptido se distingue de un polipéptido en que es mas corto. Al menos dos péptidos, unidos entre si
por un enlace amida o un enlace peptidico entre el residuo de aminoacido C terminal de un péptido y el residuo de
aminoacido N' terminal del segundo péptido, forman un polipéptido de acuerdo con diversas realizaciones de la
descripcion.

Por "polipéptido" se entiende un polimero largo formado a partir del residuo de aminoacido individual de unién,
donde la unién entre un residuo de aminoacido y el segundo residuo de aminoacido se denomina enlace amida o
enlace peptidico. Un polipéptido comprende al menos cuatro residuos de aminoacidos; sin embargo, multiples
polipéptidos se pueden unir entre si a través de enlaces amida o peptidicos para formar un polipéptido incluso mas
largo.

Por "molécula de acido nucleico" se entiende un polimero formado a partir de la unién de nucleétidos individuales
(p-€j., desoxirribonucledtidos o ribonucledtidos) entre si, donde el enlace entre un nucledtido y el otro nucleétido es
un enlace covalente que incluye, por ejemplo, un enlace fosfodiéster. Por lo tanto, el término incluye, sin limitacion,
ADN, ARN e hibridos de ADN-ARN.

Por "secuencia de acido nucleico" se entiende una secuencia de acido nucleico (o secuencia de nucledtidos
complementaria a la misma) que incluye nucleétidos que codifican toda o parte de una cadena de inmunoglobulina
(p-€j., una cadena pesada o una cadena ligera). En algunas realizaciones, la secuencia de acido nucleico es ADN
gendmico (p.ej., ADN exdnico con o sin ADN intrénico). En algunas realizaciones, la secuencia de acido nucleico es
ADNCc o alguna forma de ARN (p.ej., ARNhn, ARNm, etc.). En algunas realizaciones, la secuencia de acido nucleico
es una secuencia de acido nucleico expresada que se transcribira a una molécula de acido nucleico (p.ej., ADN
transcrito a ARN) o se traducira a un polipéptido en una célula que contiene esa secuencia de acido nucleico. Por
consiguiente, una molécula de acido nucleico expresada incluye, sin limitacion, secuencias de ARNhn, ARNm, ADNc
y exoénicas gendmicas. Por "complementario” en términos de moléculas de acido nucleico simplemente significa que
dos moléculas de acido nucleico monocatenario contienen nucleétidos que formaran pares de bases de Watson-
Crick convencionales para formar una molécula de acido nucleico bicatenario, ya sea esa molécula bicatenaria ADN,
ARN, o un hibrido de ADN-ARN.

Segun se utiliza en la presente memoria, por "linfocito B" se entiende cualquier glébulo blanco en el que la
recombinacién génica (o el reordenamiento del gen) ha comenzado a producirse en un locus que contiene un gen
que codifica una cadena de inmunoglobulina. Por ejemplo, los genes de inmunoglobulina humana se producen en el
cromosoma 14 (locus de cadena pesada), el cromosoma 2 (locus de cadena ligera kappa) y el cromosoma 22 (locus
de cadena ligera lambda). Si un glébulo blanco humano ha sufrido un evento de reordenacion génica en un locus de
la cadena de inmunoglobulina (p.ej., en el cromosoma 14, cromosoma 2 o cromosoma 22), esa célula se considera
un linfocito B. Por consiguiente, los linfocitos B incluyen, sin limitacion, células B, células pre-B, células pro-B
incluyendo células pro-B tempranas (p.ej., donde las regiones D y J de los genes de la cadena pesada han
experimentado reordenamiento pero el gen de la cadena ligera es de la linea germinal (es decir, no esta
reordenado)) y células pro-B tardias (p.ej., donde las regiones V, D y J del gen de la cadena pesada se reordenan
pero el gen de la cadena ligera todavia es de la linea germinal y donde no se expresan proteinas de inmunoglobulina
en la superficie celular), células pre-B incluyendo células pre-B grandes y células pre-B pequefas, células B
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inmaduras, células B activas, células B del centro germinal, células plasmaticas (incluyendo plasmablastos) y células
B de memoria.

A lo largo de la memoria descriptiva y las reivindicaciones, los términos "anticuerpo” e "inmunoglobulina” se utilizan
indistintamente y se pretende que incluyan moléculas de polipéptido de inmunoglobulina intactas de cualquier isotipo
o subisotipo (p.gj., I9G, 1gG1, IgG2, 1gG2a, IgG2b, 1gG3, IgG4, IgM, IgD, IgE, IgE1, IgE2, IgA) de cualquier especie
de animal tal como primates (p.ej., seres humanos o chimpancés), roedores (p.ej., ratones o ratas), lagomorfos
(p-€j., conejos o liebres), ganado (p.€j., vacas, caballos, cabras, cerdos y ovejas), peces (p.€j., tiburones), aves (p.€j.,
pollos) o camélidos (p.ej., camellos o llamas) o de animales transgénicos no humanos (p.ej., roedores) modificados
genéticamente para producir anticuerpos humanos (véanse, p.ej., Lonberg et al., documento W093/12227; Patente
de Estados Unidos Num. 5.545.806; Kucherlapati, et al., documento WO91/10741; Patente de Estados Unidos Num.
6.150.584; documento US 2009/0098134; documento US 2010/0212035; documento US 2011/0236378; documento
US 2011/0314563; documento WO02011/123708; documento WO02011/004192; documento WO2011/158009);
fragmentos de dominios de unién a antigeno de los mismos, tales como Fab, Fab', F(ab')2; variantes de los mismos
tales como scFv, Fv, Fd, dAb, scFv biespecificos, diacuerpos, anticuerpos lineales (véase la Patente de Estados
Unidos NUm. 5.641.870; Zapata et al., Protein Eng. 8 (10): 1057-1062, 1995); moléculas de anticuerpo de hebra
sencilla; y anticuerpos multiespecificos formados a partir de fragmentos de anticuerpos; y cualquier polipéptido que
comprenda un dominio de unién que sea, o sea homélogo a, un dominio de unién a anticuerpo (definido en otra
parte de la presente memoria). Los anticuerpos no limitantes de diversas realizaciones de la descripcion incluyen,
pero sin limitacion, anticuerpos policlonales, monoclonales, monoespecificos, poliespecificos y fragmentos de los
mismos, anticuerpos quiméricos que comprenden un dominio de unién a inmunoglobulina fusionado a otro
polipéptido y anticuerpos humanizados tales como un anticuerpo no humano (p.ej., un anticuerpo de conejo) cuyos
dominios constantes y/o FR se han reemplazado por dominios constantes y/o FR de un anticuerpo humano (véase,
por ejemplo, las Patentes de Estados Unidos Num.: 5.530.101; 5.585.089; 5.693.761; 5.693.762; 6.180.370; y
6.548.640). Los animales transgénicos no humanos modificados genéticamente para producir anticuerpos humanos
(p-€j., al menos parcialmente humanos) estan disponibles en Harbor Antibodies (Rotterdam, Paises Bajos), Ablexis
(San Francisco, CA), Kymab Ltd (Cambridge, RU), OMT, Inc. (Palo Alto, CA), Amgen (Thousand Oaks, CA),
Medarex (Princeton, NJ) y Regeneron (Tarrytown, NY).

Los anticuerpos intactos de origen natural se componen de dos clases de cadenas polipeptidicas, cadenas ligeras y
cadenas pesadas. Un anticuerpo no limitante de diversos aspectos de la descripcion puede ser un anticuerpo intacto
de cuatro cadenas de inmunoglobulina que comprende dos cadenas pesadas y dos cadenas ligeras. La cadena
pesada del anticuerpo puede ser de cualquier isotipo, incluyendo IgM, IgG, IgE, IgA o IgD o subisotipo, incluyendo
IgG1, IgG2, 1gG2a, IgG2b, 1gG3, 1gG4, IgEl, IgE2, etc. La cadena ligera puede ser una cadena ligera kappa o una
cadena ligera lambda. Por ejemplo, un solo anticuerpo IgG de origen natural (o intacto) comprende dos copias
idénticas de una cadena ligera y dos copias idénticas de una cadena pesada de IgG. Las cadenas pesadas de todos
los anticuerpos de origen natural, donde cada cadena pesada contiene un dominio variable (VH) y un dominio
constante (CH, que comprende la regiéon CHI, la regién bisagra, la regién CH2 y la region CHS), se unen entre si a
través de enlaces disulfuro multiples dentro de sus dominios constantes para formar el "tronco" del anticuerpo. Las
cadenas ligeras de todos los anticuerpos de origen natural, donde cada cadena ligera contiene un dominio variable
(VL) y un dominio constante (CL), se unen cada una a través de su dominio constante a un dominio constante de
cadena pesada a través de la unién disulfuro. En la Figura 1 se muestra un esquema de un anticuerpo de cuatro
cadenas de inmunoglobulina (p.€j., un anticuerpo IgG). En la Figura 1, los tres dominios CH se muestran en color
azul claro, el dominio VH Unico se muestra en color azul oscuro, el unico dominio CL se muestra en color rosa claro
y el dominio VL Unico se muestra en color rosa oscuro. Como se muestra en la Figura 1, los dominios VL y VH de las
cadenas ligera y pesada, respectivamente, se unen para formar el dominio de unioén del anticuerpo.

En algunas realizaciones, una cadena de inmunoglobulina intacta (p.ej., una cadena pesada o una cadena ligera)
puede comprender en orden de 5' a 3' (para una secuencia de acido nucleico que codifica la cadena) o desde el
extremo amino al extremo carboxi (para la secuencia de aminoacidos de la cadena): un dominio variable y un
dominio constante. El dominio variable puede comprender tres regiones determinantes de complementariedad (CDR,
también denominadas regiones hipervariables o HV), con regiones marco intercaladas (FR). Los dominios variables
de ambas cadenas ligeras y pesadas contienen tres regiones hipervariables intercaladas entre cuatro regiones
marco mas conservadas (FR), para una estructura de 5' (o N') - FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDRS, FR4 3' (o C),
con la region constante 3' (o C) a la regiéon FR4. Las CDR forman bucles que comprenden la superficie principal de
union al antigeno del anticuerpo (véanse Kabat, E.A. et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest,
National Institutes of Health, Bethesda, Md., (1987) and Wu, T.T. and Kabat, E.A. (1970) J. Exp. Med. 132: 211-250
(1970)) adoptando en gran parte las cuatro regiones marco una conformacion de hoja beta y formando las CDR
bucles que conectan, y en algunos casos forman parte de, la estructura de hoja beta. Las CDR en cada cadena se
mantienen cerca de las regiones marco y, con las CDR de la otra cadena, contribuyen a la formacién del dominio de
union al antigeno.

Por "antigeno" se entiende una molécula diana (p.ej., un polipéptido o un hidrato de carbono) que puede unirse
especificamente a un anticuerpo. La porcién de un antigeno que esta unida especificamente al anticuerpo se
denomina "epitopo". Un "epitopo" es la porcion mas pequefia de una molécula diana capaz de unirse
especificamente al dominio de unién a antigeno de un anticuerpo. El tamafio minimo de un epitopo puede ser de
aproximadamente tres a siete aminoacidos (p.ej., cinco o seis aminoacidos). Puede haber muiltiples epitopos en un
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Unico antigeno, por lo tanto, un Unico antigeno puede unirse especificamente a multiples anticuerpos diferentes,
todos los cuales se unen especificamente al antigeno (es decir, todos estos anticuerpos son anticuerpos especificos
del antigeno) aunque cada anticuerpo individual se une especificamente a un epitopo diferente en el antigeno.

Por "antigeno de enfermedad" se entiende un antigeno que aparece en un animal durante un estado de enfermedad.
Por ejemplo, un antigeno viral (p.ej., un antigeno codificado por una molécula de acido nucleico del material genético
de un virus) es un antigeno de enfermedad en un animal infectado con ese virus. De forma similar, algunas
enfermedades (p.gj., cancer) se caracterizan por translocaciones génicas que producen proteinas quiméricas (p.€j.,
BCR-ABL). Por lo tanto, una proteina BCR-ABL es un antigeno de enfermedad. Debe entenderse que un antigeno
de enfermedad no se observa necesariamente solo en un animal que padece esa enfermedad.

Por "enfermedad" simplemente se entiende cualquier afeccion anormal que afecte a un animal. Los ejemplos no
limitantes de enfermedades incluyen, sin limitacion, enfermedades autoinmunitarias (p.ej., artritis reumatoide o
diabetes tipo 1), cancer (p.ej., leucemia, cancer de colon o cancer de proéstata, etc.), infecciones virales (p.ej., SIDA
causado por infeccion del virus del VIH o de la varicela causada por la infeccion del virus varicela zéster), infeccion
parasitaria (p. €j., esquistosomiasis o sarna) e infeccion bacteriana (p. €j., tuberculosis o difteria).

Por "se une especificamente" se entiende que una inmunoglobulina o anticuerpo interactia con su antigeno (es
decir, su antigeno especifico), donde la interaccion depende de la presencia de una estructura concreta (p.gj., un
epitopo) sobre el antigeno; en otras palabras, el anticuerpo reconoce y se une a una estructura especifica en lugar
de a todas las moléculas o estructuras en general. Un anticuerpo que se une especificamente al antigeno se puede
denominar "anticuerpo especifico de antigeno" o "anticuerpo especifico para el antigeno". En algunas realizaciones,
un anticuerpo que se une especificamente al antigeno puede inmunoprecipitar ese antigeno de una solucién que
contiene el antigeno asi como otras moléculas (p.ej., un producto lisado celular). En algunas realizaciones, un
anticuerpo que se une especificamente a su antigeno tiene una Kp por su antigeno de 1 x 10® M o menos. En
algunas realizaciones, un anticuerpo que se une especificamente a su antigeno tiene una Kp por su antigeno de 1 x
10" Mo menos, o una Kp de 1 x 108 Mo menos, o una Kp de 1 x 10°Mo menos, o una Kp de 1 x 10" Mo menos,
deuna Kpde1x10" Mo menos, de una Kp de 1 x 10" M o menos. En ciertas realizaciones, la Kp de un
anticuerpo que se une especificamente a su antigeno para su antigeno especifico esta entre 1 pM a 500 pM, o entre
500 pMy 1 (iM, o entre 1 (iM a 100 nM, o entre 100 mM a 10 nM. Segun se utiliza en la presente memoria, mediante
el término "Kp", se pretende hacer referencia a la constante de disociaciéon de una interaccion entre dos moléculas
(p-€j., la constante de disociacion entre un anticuerpo y su antigeno especifico).

"Regioén variable de una cadena de inmunoglobulina” o una "region variable de cadena de inmunoglobulina" es un
polipéptido que comprende al menos una porcién del dominio variable de un dominio pesado (es decir, el dominio
VH) o de una cadena ligera (es decir, el dominio VL) de una inmunoglobulina, donde la porcién de los dominios VL y
VH forma un dominio de union a antigeno de una inmunoglobulina (véase la Fig. 1). Por lo tanto, la region variable
de una inmunoglobulina puede incluir, sin limitacion, una sola CDR (p.ej., CDR1), dos CDR intercaladas con una sola
FR (p.ej., CDR1, FR2 y CDR?2), tres CDR intercaladas con dos FR (p. CDR1, FR2, CDR2, FRS y CDRS), o tres CDR
flanqueadas por una o ambas FR1 y FR4 (p.ej.,, FR1, CDR1, FR2, CDR2, FRS, CDRS, FR4). En algunas
realizaciones, la region variable de cadena de inmunoglobulina es la region en una de las cadenas pesada o ligera
que, cuando se combina con la regidn variable de cadena de inmunoglobulina de la otra cadena (es decir, la cadena
ligera o pesada) de la inmunoglobulina intacta, forma el dominio de union al antigeno.

Por "dominio de unién a antigeno" se entiende la region de una Unica cadena pesada ensamblada con una sola
cadena ligera en una inmunoglobulina, que conserva la actividad de unidn especifica del anticuerpo intacto para su
antigeno especifico. Por lo tanto, una inmunoglobulina 1gG intacta, que comprende dos cadenas pesadas y dos
cadenas ligeras, tiene dos dominios de unién a antigeno. Asimismo, la fragmentacion de un anticuerpo intacto que
conserva un enlace covalente entre la cadena pesada y la cadena ligera también dara como resultado un fragmento
de inmunoglobulina que tiene un dominio de unién a antigeno. Por ejemplo, la digestion de una inmunoglobulina con
la enzima papaina generara fragmentos F(ab), cada uno de los cuales tiene un Unico dominio de unién a antigeno.
Por supuesto, el F(ab) completo no es el dominio de unién al antigeno; mas bien, solo la porcion del fragmento F(ab)
que conserva la capacidad de unirse especificamente al antigeno es el dominio de unién al antigeno.

Los términos técnicos y cientificos utilizados en la presente memoria tienen el significado cominmente entendido por
un experto en la técnica a la que pertenece la presente invencion, a menos que se defina lo contrario. En la presente
memoria se hace referencia a diversas metodologias y materiales conocidos por los expertos en la técnica. Los
trabajos de referencia convencionales que establecen los principios generales de las tecnologias de anticuerpos y/o
ADN recombinante incluyen Harlow y Lane, Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Springs Harbor Laboratory Press,
Cold Spring Harbor, New York (1988); Sambrook et al. Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 22 Ed., Cold Spring
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. (1989); Coligan et al., Current Protocols in Immunology, John
Wiley & Sons, New York, NY (1991-2010); Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons,
New York, NY (1987-2010); Kaufman et al., Eds., Handbook of Molecular and Cellular Methods in Biology in
Medicine, CRC Press, Boca Raton (1995); McPherson, Ed., Directed Mutagenesis: A Practical Approach, IRL Press,
Oxford (1991). Los trabajos de referencia convencionales que establecen los principios generales de la farmacologia
incluyen Goodman & Gilman's The Pharmacological Basis of Therapeutics, 112 edicién, McGraw Hill Companies Inc.,
Nueva York (2006)).
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Métodos para la obtencion de secuencias de inmunoglobulinas especificas de antigeno

En un aspecto, esta invencion se refiere a un método para obtener las secuencias de aminoacidos y/o acidos
nucleicos de cadenas de inmunoglobulina (o regiones variables de las mismas) de una Unica inmunoglobulina de
una poblacién de anticuerpos policlonales.

De acuerdo con el presente método, se obtiene una poblaciéon de anticuerpos policlonales de interés a partir de un
animal y se fragmenta para generar fragmentos peptidicos que se analizan mediante espectrometria de masas. La
informacion del espectro de masas observada a partir de los fragmentos peptidicos se correlaciona a continuacion
con la informacion del especiro de masas pronosticado derivada de una base de datos de material genético
compuesta de secuencias de acido nucleico que codifican cadenas pesadas y/o ligeras de inmunoglobulina
completas (o regiones variables de las mismas). Como resultado de tal correlacion, pueden identificarse cadenas
pesadas y/o ligeras de inmunoglobulina (o regiones variables de las mismas) a partir de la base de datos de material
genético que corresponden a cadenas pesadas y/o ligeras de inmunoglobulina (o regiones variables de las mismas)
de moléculas de inmunoglobulina dentro del poblacién de anticuerpos policlonales de partida.

Los diversos aspectos del presente método se describen con mas detalle a continuacion.
Poblacion inicial de anticuerpos policlonales

Las inmunoglobulinas que se unen especificamente a un antigeno de interés se pueden recoger de un animal, que
incluye cualquier mamifero, tal como un ser humano. Las inmunoglobulinas se pueden recoger de una muestra de
fluido corporal del animal incluyendo, por ejemplo, sangre, suero o plasma de la sangre, liquido cefalorraquideo,
liquido sinovial, liquido peritoneal, secreciones de la mucosa, lagrimas, secreciones nasales, saliva, leche y
secreciones genitourinarias. .

En algunas realizaciones, las inmunoglobulinas no necesitan provenir de un solo animal individual sino, mas bien,
pueden ser un céctel de diferentes anticuerpos (monoclonales o policlonales) tomados de diferentes individuos. En
algunas realizaciones, las inmunoglobulinas se recogen de un animal transgénico no humano, por ejemplo, un
animal transgénico no humano que expresa secuencias de anticuerpos humanos y/o produce anticuerpos que son al
menos parcialmente humanos.

En algunas realizaciones, estas inmunoglobulinas son especificas para un antigeno de interés, ya sea porque el
animal del que se recogen las inmunoglobulinas se inmunizé previamente con el antigeno, o porque el animal del
que se recogen las inmunoglobulinas se expuso previamente a una afeccion por la cual era probable que el animal
generara anticuerpos especificos del antigeno. En un ejemplo del ultimo caso, el animal puede haber sido infectado
con un virus (p.ej., virus de Epstein Barr), donde el antigeno de interés es la proteina EBNA1, que esta codificada
por el genoma del virus de Epstein Barr.

En diversas realizaciones, el animal cuyas inmunoglobulinas se recogen (es decir, se obtienen) es de la misma
especie que el animal cuyas secuencias de acido nucleico de linfocitos B se recogen para crear la base de datos de
referencia. En algunas realizaciones, el animal cuyas inmunoglobulinas se recogen para la base de datos de
péptidos y el animal cuyos acidos nucleicos de linfocitos B se recogen para la base de datos de referencia son el
mismo animal.

Como se muestra en la Figura 2, cuando el animal es el mismo animal, la sangre extraida del animal puede
proporcionar tanto las secuencias de acido nucleico (p.ej., de las células en la sangre) como los anticuerpos
policlonales (p.ej., del suero o plasma de la sangre).

Las inmunoglobulinas recogidas del animal forman una poblacién policlonal de inmunoglobulinas, debido a que
diferentes linfocitos B producen miembros de la poblacién. Debe observarse que en dicha poblacion policlonal, no
todos los anticuerpos individuales dentro de esa poblacion policlonal se uniran especificamente al mismo antigeno.
De hecho, cada uno de los anticuerpos dentro de la poblacion puede unirse a un antigeno diferente. Sin embargo,
todavia se dice que esta poblacion policlonal se une especificamente a un antigeno concreto si al menos un
anticuerpo individual, preferiblemente anticuerpos multiples, de la poblacién policlonal se une a ese antigeno (véase,
por ejemplo, el Ejemplo 3 a continuacion). En otro ejemplo, algunos anticuerpos en la poblacion policlonal pueden
unirse al antigeno con baja afinidad. Sin embargo, se dice que una poblacién policlonal se une especificamente a un
antigeno si algunos (p.gj., al menos uno o mas) de los anticuerpos en esa 30 poblacién se unen especificamente al
antigeno.

Debe sefialarse que con la frase "anticuerpo policlonal (o inmunoglobulina) que se une especificamente a un
antigeno" se entiende que dentro de la poblacion policlonal, al menos un anticuerpo se une especificamente al
antigeno, sin embargo, ese anticuerpo no estd necesariamente aislado de los otros anticuerpos dentro de la
poblacion policlonal que no se unen especificamente al antigeno. Por supuesto, en algunas realizaciones, se une
especificamente al antigeno mas de un anticuerpo diferente dentro de la poblacién policlonal.

También debe observarse que las diferentes moléculas de anticuerpo son moléculas de anticuerpo producidas por
una célula B diferente. Por ejemplo, después de recoger sueros, se puede aislar una poblacién policlonal de 1000
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moléculas de anticuerpo de los sueros (p.g;j., utilizando la adherencia de los anticuerpos a una columna de proteina
A para aislar los anticuerpos de los otros componentes del suero). Dentro de esa poblacion de 1000 moléculas de
anticuerpo, 900 pueden ser idénticas (es decir, secretadas por la misma célula B) y, por lo tanto, en realidad solo hay
101 anticuerpos diferentes dentro de esa poblacion policlonal. Con respecto a una poblacién policlonal, si las 900
moléculas de anticuerpo idénticas se unen especificamente al antigeno, la poblacion policlonal de 1000 moléculas
de anticuerpo es un anticuerpo policlonal que se une especificamente al antigeno. De forma similar, si 5 moléculas
de anticuerpo diferentes adicionales de las 100 moléculas de anticuerpo diferentes restantes también se unen
especificamente al antigeno, la poblacién policlonal de 1000 moléculas de anticuerpo es asimismo un anticuerpo
policlonal que se une especificamente al antigeno.

No se necesita que la mayoria de las moléculas de anticuerpo dentro de una poblacion policlonal se una
especificamente a un antigeno para que se haga referencia a esa poblacién como un "anticuerpo policlonal que se
une especificamente al antigeno". Por ejemplo, si dentro de una poblacion policlonal de 1000 moléculas de
anticuerpo, incluso si solo 1 molécula de anticuerpo se une especificamente al antigeno y 999 moléculas de
anticuerpo no lo hacen, esa poblaciéon de 1000 moléculas de anticuerpo sigue siendo un "anticuerpo policlonal que
se une especificamente al antigeno" segun se utiliza el término en la presente memoria. Obsérvese también que no
se necesita que todos los anticuerpos en una poblacién de anticuerpos policlonales se unan al mismo epitopo en el
antigeno. Por ejemplo, una poblacidon policlonal puede ser especifica para el antigeno cuando cada anticuerpo
diferente dentro de la poblacién se une especificamente a un epitopo diferente en el antigeno.

En diversas realizaciones de los métodos no limitantes de la invencién, la poblacion de inmunoglobulinas
policlonales puede tener, por ejemplo, al menos dos inmunoglobulinas diferentes dentro de la poblacién, o al menos
tres, o al menos cinco, o al menos diez, o a al menos veinte, o al menos cincuenta, o al menos cien o al menos
quinientas inmunoglobulinas diferentes dentro de la poblacion.

La invencion también contempla la recogida de una poblacién policlonal de inmunoglobulinas a partir de los
sobrenadantes del cultivo tisular de células B cultivadas in vitro (p.ej., cuando las secuencias de acido nucleico se
recogen de las propias células B). Por ejemplo, se puede recolectar una poblacion de células B de un animal que ha
sido sometido al virus de Epstein Barr. La poblacion puede expandirse, por ejemplo, para enriquecer linfocitos B en
la poblacion en comparacion con otros glébulos blancos. A partir de este medio cultivado de estas células (en el que
las células secretan los anticuerpos policlonales), se puede aislar la poblacién policlonal de anticuerpos.

La poblacién policlonal de inmunoglobulinas recogidas, ya sea de un animal o animales o de sobrenadantes de
cultivo tisular de células B, se puede purificar primero antes de la digestion a fragmentos peptidicos. Por ejemplo, los
anticuerpos policlonales recogidos pueden someterse a una columna de sefarosa con proteina A o proteina G, que
puede separar anticuerpos de otras proteinas del suero sanguineo, por ejemplo. Véanse, por ejemplo, la Figura 2 y
la Figura 3. Alternativamente o adicionalmente, los anticuerpos policlonales recogidos se someten a purificaciéon por
afinidad de antigeno para enriquecer los anticuerpos con alta actividad especifica. Aunque no es del todo necesario,
una etapa de purificacion, especialmente la purificacion por afinidad de antigenos, puede reducir la complejidad de
una 20 mezcla policlonal y finalmente reducir el nimero de posibles inmunoglobulinas candidatas falsas positivas o
negativas. Los anticuerpos policlonales recogidos pueden concentrarse o someterse a intercambio de tampoén o
ambos, antes o después de la purificacion.

En una realizacion ilustrativa, para recoger inmunoglobulinas que se unen especificamente a un antigeno de interés
de un animal, se extrae sangre periférica del animal, y los anticuerpos de suero y/o plasma se recogen de acuerdo
con métodos convencionales (p.ej., adherencia de los anticuerpos a proteina A). Los anticuerpos en suero y/o
plasma se purifican o escrutan para enriquecer las inmunoglobulinas que se unen especificamente al antigeno. Este
escrutinio puede ser, por ejemplo, recubriendo una superficie en fase solida (p.ej., una esfera de sefarosa o un fondo
de un pozo de plastico) con antigeno y haciendo pasar el suero y/o plasma sobre la superficie recubierta de antigeno
en condiciones en las que se uniran las inmunoglobulinas que se unen especificamente al antigeno. Los anticuerpos
unidos pueden tratarse con una proteasa (p.€j., papaina) o un reactivo de escisidon quimica de proteina que corta
especificamente cerca de la region bisagra de la inmunoglobulina para eliminar las porciones de Fc no adherentes.
Después de enjuagar las proteinas séricas y/o plasmaticas que no se unen (incluyendo inmunoglobulinas no
especificas), se pueden recoger las inmunoglobulinas especificas de antigeno y enriquecer asi sus cantidades en
comparacion con los anticuerpos que no se unen especificamente al antigeno.

Espectros de masas observados a partir de los anticuerpos policlonales recogidos

Para obtener espectros de masas observados (es decir, reales), los anticuerpos policlonales recogidos (o
fragmentos de los mismos) se analizan mediante métodos de analisis de proteinas (p.€j., espectrometria de masas,
cromatografia liquida, etc.).

En algunas realizaciones, la informacion del espectro de masas observado se obtiene a partir de fragmentos de
péptidos que se generan a partir de los anticuerpos policlonales. Los anticuerpos policlonales se pueden fragmentar,
por ejemplo, con una o mas proteasas, y/o un reactivo de escisidon quimica de proteinas, tal como bromuro de
cianogeno.
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Se sabe que ciertas proteasas dividen sus sustratos en sitios especificos. La Tabla 1 proporciona una lista no
exhaustiva de proteasas utilizadas comunmente y sus sitios de escision (en cédigo de aminoacidos de 3 letras).

Tabla 1

Proteasa Sitio de escisién

Tripsina escinde después de (es decir, en el lado carboxilo de) Arg o Lys, a menos que estén
seguidos de Pro

Quimotripsina escinde después de Phe, Trp o Tyr, a menos que estén seguidos de Pro

Elastasa escinde después de Ala, Gly, Ser o Val, a menos que estén seguidos de Pro.

Endoproteinasa Lys-C escinde después de Lys

Pepsina escinde después de Phe o Leu.

Termolisina escinde antes de lle, Met, Phe, Trp, Tyr o Val, a menos que estén precedidos de Pro.

Endopeptidasa V8 escinde después de Glu.

(sobrenombre Glu-C)

En las Tablas 11.1.1 y 11.1.3 de Riviere y Tempst se proporciona una lista mas completa de proteasas que pueden
utilizarse para digerir proteinas a fragmentos mas pequefios (Riviere LR, Tempst P. Enzymatic digestion of proteins
in solution. Curr Protoc Protein Sci. mayo de 2001; Capitulo 11:Unidad 11.1. PubMed PMID: 18429101).

En realizaciones especificas, se utilizan proteasas multiples (es decir, dos o mas) (p.ej., independientemente o
juntas) para digerir los anticuerpos policlonales para maximizar la cobertura de la region V y dar cuenta de
composiciones de aminoacidos altamente variables de inmunoglobulinas. Por ejemplo, se puede utilizar una
combinacion de quimotripsina, elastasa, pepsina y tripsina, como se ilustra en el Ejemplo 7 de esta memoria. En
algunas realizaciones, una proteasa o proteasas se eligen sobre la base de que no escinden dentro de regiones de
CDRS3 pronosticadas basandose en el analisis de las moléculas de acido nucleico en la base de datos de material
genético.

Las proteinas pueden digerirse a fragmentos mas pequefios que son susceptibles de espectrometria de masas por
medio de tratamiento con reactivos de escision quimica de proteinas concretas en lugar de enzimas proteoliticas.
Véase por ejemplo el capitulo 3 de Sequencing of Proteins and Peptides, Laboratory Techniques in Biochemistry and
Molecular Biology, Vol. 9. Elsevier 1989 de G. Allen. Dichos reactivos de escision quimica de proteinas incluyen, sin
limitacién, bromuro de ciandégeno, BNPS-skatole, acido o-yodosobenzoico, acido diluido (p.ej., HQ diluido), etcétera.
Por ejemplo, las proteinas se pueden escindir a residuos de Met con bromuro de cianégeno, a residuos de Cys
después de la cianilacion, a residuos de Trp con BNPS-skatole o acido o-yoodosobenzoico, etc. También se pueden
generar fragmentos de proteina por exposicion a acido diluido, por ejemplo, HCI. Un ejemplo del uso de la hidrdlisis
acida parcial para determinar las secuencias de proteinas mediante espectrometria de masas es proporcionada por
Zhong et al. (Zhong H, et al., J. Am. Soc. Mass Spectrom. 16(4):471-81, 2005. PubMed PMID: 15792716). Zhong et
al., mas arriba utilizaron hidrdlisis acida asistida por microondas con acido trifluoroacético al 25% en agua para
fragmentar la bacteriorodopsina para la secuenciacion mediante espectrometria de masas. Véase también Wang N,
y Li L., J. Am. Soc. Mass. Spectrom. 21(9): 1573-87, 2010. PubMed PMID: 20547072.

Las proteinas pueden fragmentarse para hacerlas mas aptas para la espectrometria de masas mediante tratamiento
con una proteasa, mediante tratamiento con mas de una proteasa combinada, mediante tratamiento con un reactivo
de escisién quimica, mediante tratamiento con mas de un reactivo de escisidon quimica combinado, o mediante
tratamiento con una combinacion de proteasas y reactivos de escision quimica. Las reacciones se pueden producir a
temperaturas elevadas o presiones elevadas. Véase por ejemplo Lopez-Ferrer D, et al., J. Proteome. Res.
7(8):3276-81, 2008. PubMed PMID: 18605748; PubMed Central PMCID: PMC2744211. Se puede permitir que la
fragmentacion se complete hasta que la proteina se escinda en todos los enlaces que el reactivo de digestion es
capaz de escindir; o las condiciones de digestion pueden ajustarse para que la fragmentacion no llegue a
completarse deliberadamente, para producir fragmentos mas grandes que puedan ser particularmente Utiles para
descifrar las secuencias de la region variable del anticuerpo; o las condiciones de digestion pueden ajustarse para
que la proteina se digiera parcialmente a dominios, por ejemplo, como se hace con ADN polimerasa | de E. coli para
preparar el fragmento de Klenow. Las condiciones que pueden variarse para modular el nivel de digestion incluyen
duracion, temperatura, presion, pH, ausencia o presencia de reactivo desnaturalizante de proteinas, el
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desnaturalizante de proteinas especifico (p.ej., urea, guanidina HCI, detergente, detergente escindible con acido,
metanol, acetonitrilo, otros disolventes organicos), la concentracion de desnaturalizante, la cantidad o concentracion
de reactivo de escision o su razén en peso relativa a la proteina que se vaya a digerir, entre otras cosas.

En algunas realizaciones, el reactivo (es decir, la proteasa o los reactivos de escision quimica de proteinas) utilizado
para escindir las proteinas es un reactivo completamente no especifico. Utilizando dicho reactivo, no se pueden
realizar limitaciones en el extremo N del péptido, el extremo C del péptido o ambos extremos N y C. Por ejemplo, en
los diversos métodos descritos en la presente memoria se puede utilizar una secuencia parcialmente proteolizada
que esta limitada a tener un sitio de escision triptico en un extremo de la secuencia peptidica o en el otro, pero no en
ambos.

Los fragmentos peptidicos resultantes se pueden detectar y analizar utilizando una HPLC acoplada a un
espectrometro de masas a partir del cual se generan los espectros de masas observados. Este método se puede
denominar enfoque de protedmica de "bottom up (de abajo hacia arriba)", donde los componentes del proteoma se
separan e identifican después de reducir las proteinas a péptidos relativamente pequefos, por ejemplo, de 3 a 45
residuos de longitud.

En otras realizaciones, se puede emplear un enfoque protedmico alternativo "top down (de arriba hacia abajo)" para
obtener los espectros de masas observados, lo que implica el analisis de espectrometria de masas de proteinas
intactas o fragmentos de proteinas grandes o dominios de proteinas o polipéptidos grandes. Por ejemplo, para
identificar las partes de las regiones variables del anticuerpo que confieren reconocimiento de antigeno especifico a
una molécula de anticuerpo policlonal concreta, es Util secuenciar grandes porciones de las regiones variables para
identificar sus CDR, mediante el analisis directo de fragmentos lo suficientemente grandes como para que las CDR
permanezcan unidas entre si.

Para una revision que describa las estrategias "de abajo hacia arriba" y "de arriba hacia abajo", véase Han X,
Aslanian A, Yates JR 32. Mass spectrometry for proteomics. Curr Opin Chem Biol. 2008 Oct;12(5):483-90. Review.
PubMed PMID: 18718552; PubMed Central PMCID: PMC2642903.. Para una revision reciente de la protedmica de
arriba hacia abajo aplicada para determinar las secuencias de anticuerpos, véase Zhang Z. et al., Mass Spectrom
Rev. 2009 Jan-Feb;28(1): 147-76. Review. PubMed PMID: 18720354. Para un articulo reciente que muestra la
secuenciacion exhaustiva de un anticuerpo monoclonal mediante proteémica de arriba hacia abajo, véase Tsybin et
al., Anal Chem. 2011, 21 de oct. PubMed PMID: 22017162.

En algunas realizaciones del método no limitante anterior, aunque las inmunoglobulinas especificas de antigeno se
unen a la superficie recubierta con antigeno, las inmunoglobulinas pueden digerirse con papaina o pepsina para
generar fragmentos F(ab) y F(ab)2, respectivamente. Dado que la totalidad de una region variable de cadena de
inmunoglobulina se localiza en una cadena de un fragmento F(ab), este pretratamiento con papaina y/o pepsina
enriquecera las regiones variables de la cadena de inmunoglobulina. Después de enjuagar las partes no unidas de
las inmunoglobulinas, se pueden recoger las regiones variables de la cadena de inmunoglobulina.

Después del paso de los fragmentos de inmunoglobulina a través del espectrometro de masas, se generaran
numerosos espectros de masas observados. Sin embargo, dado el nimero potencialmente grande de diferentes
inmunoglobulinas dentro de una poblacion policlonal, cada una con una secuencia de aminoacidos diferente, que se
analizan con el espectrometro de masas, los espectros de masas observados resultantes seran dificiles de volver a
ensamblar en una region variable de la cadena de inmunoglobulina funcional. En los métodos de diversas
realizaciones de la invencion, debido a que esta disponible la secuencia de acido nucleico subyacente, no hay
necesidad de ensamblar los datos de los espectros de masas observados. En cambio, el espectro de masas
observado de un unico fragmento peptidico puede correlacionarse con los espectros de masas pronosticados de la
secuencia de acido nucleico para obtener la secuencia de aminoacidos (y nucledtidos subyacentes) de toda la
cadena de inmunoglobulinas (o region variable de la misma) de una inmunoglobulina que se une especificamente a
un antigeno de una poblacion de inmunoglobulina policlonal de partida. Esta etapa de correlacion se describe
adicionalmente a continuacion.

Ademas de la informacion del espectro de masas s, la informacion adicional derivada de los fragmentos peptidicos
de los anticuerpos policlonales es util en diversas realizaciones de la invencion. Esta informacion incluye, sin
limitacién, la masa de cada péptido, la longitud (en residuos de aminoacidos) de cada péptido, el espectro de masas
observado de cada péptido (p.€j., a partir de la espectrometria de masas en tandem tal como el espectro MS2 o
MS3), la razé6n masa a carga de cada péptido, la carga ionica de cada péptido, el perfil cromatografico de cada
péptido y la secuencia de aminoacidos de cada péptido.

Anadlisis de espectrometria de masas

En los métodos de esta invenciodn, la informacién del espectro de masas puede obtenerse mediante analisis de
espectrometria de masas de inmunoglobulinas recogidas o fragmentos generados a partir de ellas. Un
espectrometro de masas es un aparato capaz de medir la razén masa a carga (m/z) de moléculas individuales
ionizadas, lo que permite a los investigadores identificar compuestos desconocidos, cuantificar compuestos
conocidos y dilucidar la estructura y las propiedades quimicas de las moléculas. En algunas realizaciones, se
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comienza el analisis de espectrometria de masas aislando y cargando una muestra en el aparato. Una vez cargada,
la muestra se vaporiza y a continuacion se ioniza. Posteriormente, los iones se separan de acuerdo con su razon
masa a carga a través de la exposicion a un campo magnético. En algunas realizaciones, se utiliza un aparato de
sector, y los iones se cuantifican de acuerdo con la magnitud de la desviacion de la trayectoria del ién mientras pasa
a través del campo electromagnético del aparato, que esta directamente correlacionado con la razén masa-carga de
iones. En otras realizaciones, las razones masa a carga de iones se miden cuando los iones pasan a través de
cuadripolos, o en base a su movimiento en trampas de iones tridimensionales o lineales u Orbitrap, o en el campo
magnético de un espectrometro de masa de resonancia idn-ciclotron con transformada de Fourier. El aparato
registra la abundancia relativa de cada ion, que se utiliza para determinar la composicion quimica, molecular y/o
isotopica de la muestra original. En algunas realizaciones, se utiliza un aparato de tiempo de vuelo, y se utiliza un
campo eléctrico para acelerar iones a través del mismo potencial, y mide el tiempo que le lleva a cada ion alcanzar el
detector. Este enfoque depende de que la carga de cada ion sea uniforme para que la energia cinética de cada ion
sea idéntica. La unica variable que influye en la velocidad en este escenario es la masa, viajando los iones mas
ligeros a mayores velocidades y alcanzando el detector mas rapidamente en consecuencia. Los datos resultantes se
representan en un espectro de masas o un histograma, razén de intensidad frente a masa-carga, con picos que
representan compuestos o fragmentos ionizados.

Para obtener datos de espectros de masas de una muestra de proteina, la muestra se carga en el aparato y se
ioniza. La ionizacién puede realizarse mediante, p.ej., ionizacion por electropulverizaciéon y desorcion/ionizaciéon por
laser asistida por matriz ("MALDI"). Véase, p.€j., Zenobi, "lon Formation in MALDI Mass Spectrometry”, 17 Mass
Spectrometry Review, 337 (1998). La caracterizacion de proteinas se puede realizar de una de dos maneras, de
arriba hacia abajo o de abajo hacia arriba. El enfoque de arriba hacia abajo implica la ionizacién de proteinas
intactas o fragmentos de proteina mas grandes. Véase, p.gj., Allison 15 Doerr, "Top-down Mass Spectrometry”, 5
Nature Methods, 24 (2008). El enfoque de abajo hacia arriba implica digerir enzimatica o quimicamente la proteina
hasta sus péptidos constituyentes utilizando una proteasa. Véase Biran Chait, "Mass Spectrometry: Bottom-Up or
Top- Down?", 6 Science 65 (2006). Los péptidos resultantes se introducen en el aparato y finalmente se identifican
mediante huella peptidica o espectrometria de masas en tandem.

En algunas realizaciones, el analisis de espectrometria de masas puede combinarse con un fraccionamiento
cromatografico (p.ej., cromatografia liquida).

Los datos de los espectros de masas Utiles en esta invencién se pueden obtener mediante huella peptidica. La
huella peptidica implica introducir la masa observada de un espectro de la mezcla de péptidos generados por
digestion proteolitica en una base de datos y correlacionar las masas observadas con las masas pronosticadas de
fragmentos que surgen de las digestiones de proteinas conocidas in silico. Las masas conocidas correspondientes a
masas de muestra proporcionan evidencia de que la proteina conocida esta presente en la muestra analizada.

Los datos de los espectros de masas se pueden obtener mediante espectrometria de masas en tandem. En algunas
realizaciones, la espectrometria de masas en tandem tipicamente utiliza la disociacién inducida por colisién, que
hace que los iones peptidicos colisionen con el gas y se fragmenten (p.gj., debido a la energia vibratoria impartida
por la colisién). El proceso de fragmentacion produce productos de escision que se rompen en los enlaces
peptidicos en varios sitios a lo largo de la proteina. Las masas de los fragmentos observados pueden combinarse
con una base de datos de masas pronosticadas para una de muchas secuencias peptidicas dadas, y se puede
pronosticar la presencia de una proteina. Véase, p.€j., Eng, 5 An Approach to Correlate Tandem Mass Spectral Data
of Peptides with Amino Acid Sequences in a Protein Database, JASMS, 976 (1994).

En otra realizacion, la espectrometria de masas en tandem se realiza mediante disociacion inducida por colisiéon de
alta energia (HCD), que en algunos espectrometros de masas muestra fragmentos de iones producto mas cerca de
los extremos peptidicos que la disociacion inducida por colision. Véase Olsen JV, Macek B, Lange O, Makarov A,
Homing S, Mann M. Higher-energy C-trap dissociation for peptide modification analysis. Nat. Methods. 2007
Sep;4(9):709-12. Epub 2007, 26 de agosto. PubMed PMID: 17721543.

En otra realizacion, la espectrometria de masas en tandem se realiza mediante disociacién por transferencia de
electrones (ETD), que se basa en reacciones ion-ion donde un ion quimico reactivo distinto dona un radical a un ion
peptidico, que a continuacion se fragmenta rapidamente para formar iones producto. Véase Mikesh LM, Ueberheide
B, Chi A, Coon JJ, Syka JE, Shabanowitz J, Hunt DF. La utilidad de la espectrometria de masas ETD en el analisis
protedmico. Biochim Biophys Acta. 2006 Dic; 1764(12): 1811-22. Epub 2006, 30 de octubre. Revisién. PubMed
PMID: 17118725; PubMed Central PMCID: PMC1853258. Ciertos métodos de fragmentacion, tales como ETD, son
particularmente adecuados para estrategias protedmicas "de arriba hacia abajo". Otros mecanismos de
fragmentacion son especificos de ciertos mecanismos de ionizacién, por ejemplo, tal como la descomposicion
posterior a la fuente (PSD) es compatible con la ionizacién por desorcion laser asistida por matriz (MALDI) y también
es adecuada para estrategias protedmicas "de arriba hacia abajo".

Base de datos de material genético

De acuerdo con la presente invencion, la informaciéon de espectros de masas observada a partir de la poblacién de
inmunoglobulinas policlonales de partida se correlaciona con la informacion de espectros de masas pronosticada
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derivada de una base de datos de material genético, para obtener las secuencias de aminoacidos (y nucledtidos
subyacentes) de cadenas de inmunoglobulinas (o regiones variables de la misma) de inmunoglobulinas de la
poblacion de inmunoglobulina policlonal de partida.

Segun se utiliza en la presente memoria, una base de datos de material genético incluye secuencias de acido
nucleico que codifican una pluralidad de cadenas de inmunoglobulina (o regiones variables de las mismas). Por lo
tanto, la informacion que puede obtenerse o derivarse de dicha base de datos de material genético incluye, por
ejemplo, la informacién de la secuencia de nucledtidos de cada molécula de acido nucleico, la longitud (en
nucledtidos) de cada molécula de acido nucleico, la informacion de secuencia de aminoacidos de los polipéptidos o
péptidos codificados por cada molécula de acido nucleico, la masa de un polipéptido o péptido codificados por cada
molécula de acido nucleico, la longitud (en residuos de aminoacidos) de un polipéptido o péptido codificados por
cada molécula de acido nucleico, la informacién de los espectros de masas de polipéptidos o péptidos codificados
por cada molécula de acido nucleico (p.ej., una informacioén de espectros de masas pronosticada basada en la
secuencia de aminoacidos del polipéptido o péptido), y la secuencia de aminoacidos de un polipéptido o péptido
codificados por cada molécula de acido nucleico.

En algunas realizaciones de la invencion, la base de datos de material genético contiene informacion genética de
secuencias de acido nucleico que codifican cadenas de inmunoglobulina completas (y no solo las regiones variables
de las mismas). En algunas realizaciones, las secuencias de acido nucleico son expresadas (es decir, transcritas a
ARN y/o traducidas a proteina) por la célula de la que derivan dichas secuencias. En realizaciones especificas, la
base de datos de material genético incluye secuencias de acido nucleico expresadas que codifican regiones
variables de cadena de inmunoglobulina de multiples inmunoglobulinas de un animal. En algunas realizaciones, la
base de datos de material genético contiene al menos cien secuencias de acido nucleico expresadas diferentes. En
otras realizaciones, la base de datos de material genético contiene al menos mil secuencias de acido nucleico
expresadas diferentes.

Las moléculas de acido nucleico que codifican cadenas de inmunoglobulina (o las regiones variables de las mismas)
se pueden obtener facilmente a partir de una poblacion de células (p.ej., glébulos blancos periféricos) que contienen
linfocitos B. En algunas realizaciones, las moléculas de acido nucleico se obtienen a partir de esplenocitos o células
mononucleares, tales como células mononucleares de sangre periférica (PBMC). En algunas realizaciones, los
linfocitos B son de un animal no tratado (p.ej., un animal que no ha sido expuesto al antigeno al que se busca un
anticuerpo especifico de antigeno). En algunas realizaciones, el animal no tratado se ha expuesto a muy pocos
antigenos (p.ej., un animal criado en un ambiente estéril o libre de patégenos). En algunas realizaciones, el animal
no tratado es un animal tipico que ha sido expuesto a antigenos tipicos, pero que no ha sido expuesto al antigeno de
eleccion.

En algunas realizaciones, el animal del que se obtienen las moléculas de acido nucleico que codifican las cadenas
de inmunoglobulina (o las regiones variables de las mismas) es un animal que se ha expuesto previamente al
antigeno. Por ejemplo, el animal puede ser un animal inmunizado con el antigeno (p.ej., el antigeno mezclado con
un coadyuvante o un antigeno acoplado a un vehiculo inmunogénico tal como la hemocianina de lapa californiana
(KLH)), puede ser un animal infectado con un patégeno que comprende el antigeno (p.ej., un animal infectado con el
virus VIH cuando el antigeno de eleccion es el antigeno p24 del VIH), o puede de otra manera haber sido expuesto
previamente al antigeno. En algunas realizaciones, el animal es un ave (p.gj., un pollo o pavo) o un mamifero, tal
como un primate (p.ej., un ser humano o un chimpancé), un roedor (p.ej., un ratén, un hamster o una rata), un
lagomorfo (p.ej., un conejo o liebre), un camélido (p.ej., un camello o una llama), o un mamifero domesticado, tal
como un animal de compaiiia (p.€j., un gato, un perro o un caballo), o ganado (p.€j., una cabra, oveja o una vaca).

Se debe entender que no se necesita que las secuencias de acido nucleico de los diversos aspectos y realizaciones
de la invencion provengan de un solo animal. Por ejemplo, algunas de las secuencias de acido nucleico de diversas
realizaciones de la invencion pueden provenir de un animal previamente expuesto a un antigeno, y algunas de las
secuencias de acido nucleico pueden provenir de animales sin tratamiento previo. En algunas realizaciones de la
invencion, las secuencias de acido nucleico son de animales de una sola especie. Por ejemplo, cuando hay multiples
animales de los que se obtienen secuencias de acidos nucleicos, todos esos animales pueden ser de la misma
especie (p.€j., todos son conejos o todos son seres humanos). En algunas realizaciones, las secuencias de acido
nucleico se obtienen de animales de una sola especie. En otras realizaciones, pueden obtenerse secuencias de
acido nucleico de mas de una especie de animal. Por ejemplo, las secuencias de acido nucleico se pueden obtener
de ratones y ratas, y los espectros de masas pronosticados basados en estas secuencias se pueden utilizar para
correlacionar o comparar con la informacion del espectro de masas real del fragmento peptidico de anticuerpos
policlonales para crear una inmunoglobulina (o regién variable, dominio de unién a antigeno, o cadena de los
mismos) que se une especificamente al antigeno. En algunas realizaciones, las secuencias de acido nucleico se
obtienen de animales de un Unico género (p.ej., todos los animales son hembras).

El animal del que se recogen los anticuerpos policlonales y el animal del que se recogen las secuencias de acido
nucleico pueden ser el mismo animal, o la misma especie de animal, o animales singénicos (p.ej., ambos son
ratones Balb/c), o de animales del mismo sexo (p. €j., ambos son hembras). Los espectros de MS2 de los
componentes de unién a antigeno de los anticuerpos policlonales se pueden correlacionar asi con los espectros
tedricos de MS2 derivados de las secuencias de acidos nucleicos obtenidas de un animal, con el fin de identificar las

17



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 666 301 T3

secuencias de acidos nucleicos que codifican anticuerpos de unién a antigeno.

También se debe entender que las secuencias de acido nucleico y los anticuerpos policlonales se pueden recoger
de células de un animal en el que las células se cultivaron in vitro después de la eliminacion del animal y antes de la
recoleccion de los anticuerpos policlonales (p.ej., a partir del sobrenadante o medio de cultivo de las células
cultivadas) y la recoleccion de las secuencias de acido nucleico de las células. Esta etapa de cultivo es util, por
ejemplo, para expandir o enriquecer linfocitos B en comparacion con otras células sanguineas o tisulares (p.ej., para
enriquecer linfocitos B sobre gldbulos rojos o células epiteliales). El nimero de secuencias de acido nucleico
individuales utilizadas para crear espectros de masas teéricos en las diversas realizaciones de la invencion es
ilimitado. Por ejemplo, se pueden obtener cinco y diez o cincuenta, o cien, o mil, o un millén, o un billén, o un billén o
mas de secuencias diferentes de acido nucleico y utilizarse para crear espectros de masas tedricos. Las secuencias
de acido nucleico pueden provenir de cualquier fuente, y pueden ser de una combinacion de fuentes. Por ejemplo,
las secuencias de acido nucleico pueden obtenerse secuenciando moléculas de acido nucleico expresadas que
codifican regiones variables de cadena de inmunoglobulina (o toda la cadena completa de inmunoglobulina que
incluye las regiones variables y la regién constante) como se describe en la presente memoria. Las secuencias de
acidos nucleicos también pueden obtenerse a partir de ADN gendémico que puede o no haber experimentado una
recombinacién V(D)J completa. Las secuencias de acido nucleico también pueden obtenerse a partir de fuentes
disponibles publicamente. Por ejemplo, se conocen numerosas secuencias de aminoacidos (y secuencias de
nucledtidos) de regiones variables de cadena de inmunoglobulina (y polinucleétidos que codifican la misma) de
multiples especies de animales (véanse, por ejemplo, las siguientes publicaciones de patentes PCT y de Estados
Unidos: US 20100086538; WO 2010/097435; US 20100104573; US 7.887.805; US 7.887.801; US 7.846.691; US
7.833.755; US 7.829.092.

Los linfocitos B de los que se obtienen secuencias de acido nucleico pueden ser de cualquier fuente sanguinea o
tisular incluyendo, sin limitacién, médula 6sea, sangre fetal, higado fetal, sitios de inflamacion (p.egj., fluido sinovial
que rodea articulaciones inflamadas en pacientes reumatoides), tumores (p.€j., linfocitos infiltrantes de tumor),
sangre periférica, en los ganglios linfaticos, en las placas de Peyer, en las amigdalas y en el bazo o en cualquier
organo linfoide. En algunas realizaciones, se puede procesar el tejido completo (p.ej., médula ésea o ganglio
linfatico) (p.ej., células separadas entre si y lisadas), eliminar el material genético y secuenciar las moléculas de
acido nucleico que codifican cadenas de inmunoglobulina (o regiones variables de las mismas). .

En algunas realizaciones, se enriquecen en linfocitos B tejidos o una poblacion de células (p.ej., sangre periférica)
que los contienen antes de aislar el material genético de los linfocitos B. De acuerdo con diversas realizaciones de la
invencion, los métodos para enriquecer en linfocitos B un animal son bien conocidos. Los linfocitos B se pueden
encontrar en muchos érganos y zonas del cuerpo incluyendo, sin limitacion, médula ésea, sangre fetal, higado fetal,
sitios de inflamacién (p.ej., fluido sinovial que rodea articulaciones inflamadas en pacientes reumatoides), tumores
(p.€j., linfocitos infiltrantes de tumores) ), sangre periférica, en los ganglios linfaticos y en el bazo. A partir de estas
muestras de tejido (p.ej., sangre periférica o el bazo de un animal), los glébulos blancos pueden aislarse de acuerdo
con métodos convencionales (p.gj., utilizando los reactivos Ficoll-Paque PLUS o Ficoll-Paque PREMIUM disponibles
comercialmente de GE Healthcare, Piscataway, NJ, de acuerdo con las instrucciones del fabricante). Los propios
linfocitos B se pueden aislar posteriormente a partir de otros glébulos blancos utilizando, por ejemplo, marcadores de
superficie celular encontrados en los linfocitos B. Los marcadores de superficie de linfocitos B incluyen, sin
limitacién, cadenas de inmunoglobulina expresadas en la superficie celular (p.ej., cadena ligera lambda, cadena
ligera kappa y cadena pesada tal como IgM o IgG). Los marcadores de superficie celular de linfocitos B adicionales
incluyen, sin limitacion, CD21, CD27, CD138, CD20, CD19, CD22, CD72 y CD79A. Otros marcadores de superficie
de células B linfocitarias adicionales incluyen, sin limitacion, CD38, CD78, CD80, CD83, DPP4, FCER2, IL2RA,
TNFRSF8, CD24, CD37, CD40, CD74, CD79B, CR2, IL1R2, ITGA2, ITGA3, MS4A1, ST6GAL1, CD1C, CD138 y
CHST10.

Estos marcadores de superficie de linfocitos B pueden utilizarse secuencialmente para el enriquecimiento en
linfocitos B. Por ejemplo, los anticuerpos especificos para los marcadores de superficie de un linfocito B (p.ej., CD19)
pueden ser acoplados a esferas magnéticas (p.ej., Dynabeads comercialmente disponibles de Invitrogen Corp.,
Carlsbad, CA) y las células que se adhieren a las esferas (p.ej., células CD19 positivas) aisladas a partir de células
que no expresan CD19. Las células CD19 positivas pueden enriquecerse adicionalmente en linfocitos B mediante,
por ejemplo, clasificacion mediante citometria de flujo de células que expresan cadenas de inmunoglobulina en su
superficie celular. Estos linfocitos B de enriquecimiento se pueden aislar de este modo para su uso en los métodos
de diversas realizaciones de la invencion.

Los linfocitos B especificos de antigeno también pueden purificarse directamente utilizando el antigeno deseado
como cebo para aislar células B que expresan el receptor de células B especifico de antigeno (inmunoglobulina de
membrana). Por ejemplo, las células B se pueden agregar a una columna a la que se adhiere el antigeno deseado.
Las células B especificas de antigeno fluiran a través de la columna mas lentamente que las células B no
especificas u otras células (p.ej., gldbulos rojos, macrofagos, etc.). De este modo se puede producir un
enriquecimiento en células B especificas de antigeno utilizando este método.

Los linfocitos B que han experimentado enriquecimiento o no de un animal (p.gj., enriqguecimiento mediante diversos
métodos) también se pueden someter a cultivo celular in vitro durante 1 0 2 0 3 0 4 o mas dias antes de la extraccion
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del acido nucleico. Tal cultivo in vitro puede expandir el nimero de linfocitos B y asi enriquecerlos sobre células de
linfocitos no B. En un ejemplo no limitante, los linfocitos B humanos aislados con CD27 pueden someterse a diversos
cocteles de citoquina y moléculas extracelulares (tales como, pero sin limitacion, medio acondicionado de células T
activado o cualquier combinacién de crecimiento de células B y/o factores de diferenciacion) antes de la extraccion
del acido nucleico para estimular el crecimiento y/o la diferenciacion de los linfocitos B antes de la extraccion del
acido nucleico de los linfocitos B. También se pueden afadir otras moléculas biologicas a los medios de cultivo
tisular durante el cultivo in vitro para ayudar al crecimiento, la diferenciacion y/o la inmunizacion in vitro, y/o cualquier
combinacion de los anteriores.

A partir de estos linfocitos B aislados, sometidos a enriquecimiento o estimulados, se pueden extraer las secuencias
de acidos nucleicos (p.ej., ADN genomico, ARNn, ARNm, etc.) utilizando métodos convencionales (p.ej., extraccion
con fenol: cloroformo, véase Ausubel et al., mas arriba). Este acido nucleico puede someterse a andlisis de
secuenciacion utilizando una variedad de métodos para la secuenciacion.

En algunas realizaciones, las secuencias de acido nucleico pueden secuenciarse directamente a partir del material
biolégico (es decir, sin amplificarse antes de la secuenciacion). Los servicios y reactivos para la secuenciacion
directa a partir de secuencias de acido nucleico estan disponibles comercialmente, por ejemplo, de Helicos
BioSicences Corp. (Cambridge, MA). Por ejemplo, Helicos' True Single Molecule Sequencing permite la
secuenciacion directa de ADN, ADNc y ARN. Véanse también las Patentes de Estados Unidos Num. 7.645.596;
7.037.687, 7.169.560; y las publicaciones Harris et al., Science 320: 106-109, 2008; Bowers et al., Nat. Methods 6:
493-494, 2009; y Thompson y Milos, Genome Biology 12: 217, 2011.

En otras realizaciones, las secuencias nucleicas se amplifican (p.ej., mediante reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR)) antes de obtener la informacion de la secuencia.

En un ejemplo no limitante, se utiliza un cebador de PCR oligo dT para la RT-PCR. En otro ejemplo no limitante, la
RT-PCR especifica de gen se realiza utilizando los cebadores de PCR descritos en la presente memoria, tales como
los cebadores de raton de fusion especifica 454, los cebadores de fusién de cadena de inmunoglobulina de conejo
454 o los cebadores de la region ligera variable y pesada variable. En otro ejemplo, los cebadores de PCR contra
poblaciones de cadena pesada y cadena ligera en un ratén tienen secuencias establecidas en la Publicacion PCT
Num. W0O2010/097435.

Con o sin enriquecimiento en células B, los materiales genéticos purificados (ADN o ARNm) se pueden amplificar
(p-€j., mediante PCR o RT-PCR) siguiendo procedimientos convencionales (véase, p.gj., Ausubel et al., mas arriba)
para preparar una biblioteca antes de la secuenciacion NGS.

Los linfocitos B aislados mencionados anteriormente por diversos medios también pueden someterse a
encapsulacion de células individuales utilizando un método en la técnica tal como encapsulacién en emulsion de
aceite o0 mediante un aparato comercial tal como tecnologia RainDance (RainDance Technologies, Inc., Lexington,
MA). Estos linfocitos B encapsulados se pueden fusionar a continuacion con un reactivo de RT-PCR de células
individuales apropiado (p.ej., el reactivo comercializado por Qiagen, como Num. Cat. 210210) con los cebadores de
amplificacion apropiados para generar productos de PCR de cadena Pesada y Ligera unidos de cada célula B
individual. La PCR de ligaciéon o solapamiento se conoce en el campo y se pone en practica rutinariamente para
diversas aplicaciones de biologia molecular para unir 2 piezas de ADN en una (véanse, por ejemplo, Meijer P.J. et
al., J. Mol. Biol. 358(3): 764-72, 2006 para la PCR de solapamiento). Este enfoque permite la preservacion e
identificacion del emparejamiento analogo durante la secuenciacion.

Métodos de secuenciacion de ADN

Los métodos para la secuenciacion de ADN que son bien conocidos y estan disponibles generalmente en la técnica
se pueden utilizar para obtener las secuencias de acidos nucleicos de las diversas realizaciones de la invencion. Los
métodos pueden emplear enzimas tales como el fragmento Klenow de la ADN polimerasa |, SEQUENASE® (US
Biochemical Corp, Cleveland, Ohio), polimerasa Taq (Invitrogen), polimerasa de T7 termoestable (Amersham,
Chicago, 111), ADN ligasa (p.ej., de T4) o combinaciones de polimerasas recombinantes y exonucleasas de
correccion de pruebas tales como el Sistema de Amplificacion ELONGASE comercializado por Gibco BRL
(Gaithersburg, MD). El procedimiento puede automatizarse con maquinas tales como Hamilton Micro Lab 2200
(Hamilton, Reno, Nev.), Peltier Thermal Cycler (PTC200; MJ Research, Watertown, Mass.) y los secuenciadores de
ADN ABI 377 (Applied Biosystems).

Los métodos no limitantes para secuenciar moléculas de acido nucleico y asi generar secuencias de acido nucleico
(p-€j., para poblar una base de datos de material genético) de diversas realizaciones de la invencion incluyen el
método de Sanger (véanse, p.ej. Sanger et al., Nature 24: 687-695, 1977), el método de Maxam-Gilbert (véase, por
ejemplo, Maxam y Gilbert, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74: 560-564, 1977), y pirosecuenciacion (véase, por ejemplo,
Ronaghi et al., Science 281 (5375): 363, 1998 y Ronaghi et al., Analytical Biochemistry 242 (1): 84, 1996). La
pirosecuenciacién, otro método de secuenciacién no limitante que se puede utilizar para obtener secuencias de
polinucledtidos, utiliza luciferasa para generar luz para la deteccion de los nucleétidos individuales (dATP, dTTP,
dGTP o dCTP, colectivamente "dNTP") agregados al ADN naciente, y los datos combinados se utilizan para generar
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lecturas de secuencia.

En algunas realizaciones, las secuencias de acido nucleico se obtienen utilizando secuenciacion profunda o
secuenciacion de nueva generacion. Un paso limitante de la velocidad en la secuenciacion de ADN convencional
surge de la necesidad de separar los polimeros de ADN terminados aleatoriamente mediante electroforesis en gel.
Los dispositivos de secuenciacion de nueva generacion evitan esta limitacion, p.ej., colocando fisicamente moléculas
de ADN en superficies solidas y determinando la secuencia de ADN in situ, sin necesidad de separacion en gel.
Estas técnicas de secuenciacion de alto rendimiento permiten secuenciar numerosas moléculas de acido nucleico en
paralelo.

Por lo tanto, se pueden secuenciar simultaneamente miles o millones de diferentes moléculas de acido nucleico
(véanse Church, G.M., Sci. Am. 294 (1): 46-54, 2006; Hall, N., J. Exp. Biol. 210 (Pt. 9): 1518-1525, 2007; Schuster et
al. Nature Methods 5(1): 16-18, 2008; y MacLean et al. Nature Reviews Microbiology 7: 287-296, 2009) Existe una
variedad de diferentes métodos y maquinas para realizar la secuenciacion de nueva generacion, cualquiera de los
cuales puede utilizarse para generar secuencias de acido nucleico. Véase Lin et al., Recent Patents on Biomedical
Engineering 1:60-67, 2008 para una descripcion general de numerosas tecnologias de secuenciacion de nueva
generacion.

Por ejemplo, Shendure, J. et al., Science 309(5741): 1728-32, 2005 y la Publicacion de Patente de Estados Unidos
Num. 20070087362, describe el método de secuenciacion de nueva generacion de colonias que utiliza un método de
secuenciacion basado en ligacion (véase también la Patente de Estados Unidos Num. 5750341). La tecnologia
SOLID disponible comercialmente de Applied Biosystems (una compariia de LifeTechnolgies Corp., Carlsbad, CA)
emplea secuenciacion por ligacion. Utilizando la tecnologia SOLID, una biblioteca de fragmentos de ADN a
secuenciar se amplifica mediante PCR en emulsion, y de los multiples fragmentos de la biblioteca, se unira una
Unica especie de fragmento a una Unica esfera magnética (las denominadas esferas clonales). Los fragmentos
unidos a las esferas magnéticas tendran una secuencia adaptadora Pl universal unida de modo que la secuencia
inicial de cada fragmento sea conocida e idéntica. A continuacion se seleccionan los cebadores que hibridan con la
secuencia adaptadora Pl dentro del molde de la biblioteca. Un conjunto de cuatro sondas di-base marcadas
fluorescentemente compiten por la unién al cebador de secuenciacion. La especificidad de la sonda di-base se logra
interrogando cada 12 y 22 base en cada reaccion de ligacion.

Otro método de secuenciacion de nueva generacion es el de Margulies et al., Nature 437: 376-380, 2005 y Patentes
de Estados Unidos Num. 7.211.390; 7.244.559; y 7.264.929, que describen una version paralelizada de
pirosecuenciacion que amplifica el ADN dentro de las gotas de agua en una solucion de aceite (PCR en emulsion),
conteniendo cada gota un Unico molde de ADN unido a una sola esfera recubierta con cebador. Utilizando la
maquina de secuenciacion (la maquina Genome Sequencer FLX System disponible comercialmente de 454 Life
Sciences, una compafia Roche, Branford, CT), los adaptadores de oligonucleétidos se ligan a moléculas de acido
nucleico fragmentadas y a continuacion se inmovilizan a la superficie de microesferas microscopicas antes de la
amplificacion por PCR en una emulsion de gotas de aceite. A continuacion se aislan las esferas en muiltiples pocillos
de volumen de picolitros, cada uno con una sola esfera, enzimas de secuenciaciéon y dNTP. La incorporacién de un
dNTP a la cadena complementaria libera pirofosfato, que produce ATP, que a su vez genera luz que a continuacion
puede registrarse como una imagen para su analisis.

La Patente de Estados Unidos Num. 7.115.400 describe otra técnica para la amplificacion en fase sélida de
moléculas de acido nucleico. Esto permite que una gran cantidad de diferentes secuencias de acido nucleico se
agrupen y amplifiquen simultaneamente. Esta tecnologia se incorpora al sistema Genome Analyzer disponible
comercialmente en Solexa (lllumina, Inc.). En esta tecnologia, las moléculas de ADN se unen primero a los
cebadores en un portaobjetos y se amplifican de modo que se formen colonias clonales locales (amplificacion
puente). Se afiaden cuatro tipos de ddNTP y los nucledtidos no incorporados se eliminan mediante lavado. A
diferencia de la pirosecuenciacion, el ADN solo puede extenderse un nucledtido a la vez. Una camara toma
imagenes de los nucledtidos marcados fluorescentemente, a continuacion el colorante junto con el bloqueador
terminal 3' se elimina quimicamente del ADN, lo que permite un proximo ciclo.

Las secuencias polinucleotidicas que codifican las regiones variables de la cadena de inmunoglobulina pueden
extenderse utilizando una secuencia parcial de nucleétidos y empleando diversos métodos conocidos en la técnica
para detectar secuencias aguas arriba tales como promotores y elementos reguladores. Por ejemplo, un método que
puede emplearse, PCR de "sitio de restriccion", utiliza cebadores universales para recuperar secuencias
desconocidas adyacentes a un locus conocido (Sarkar, G., PCR Methods Applic. 2: 318-322 (1993)). En particular, €l
ADN genomico se amplifica primero en presencia de cebador para la secuencia conectora y un cebador especifico
para la regiéon conocida. Los cebadores ilustrativos son los descritos en el Ejemplo 4 de la presente memoria. Las
secuencias amplificadas se someten a continuacion a una segunda ronda de PCR con el mismo cebador conector y
otro cebador especifico interno al primero. Los productos de cada ronda de PCR se transcriben con una ARN
polimerasa apropiada y se secuencian utilizando transcriptasa inversa.

La PCR inversa también se puede utilizar para amplificar o extender secuencias utilizando cebadores divergentes
basados en una region conocida (Triglia et al. Nucleic Acids Res. 16: 8186 (1988)). Los cebadores pueden disefiarse
utilizando el soporte légico OLIGO 4.06 Primer Analysis (National Biosciences Inc., Plymouth, Minnesota) u otro
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programa apropiado, que tenga 22-30 nucledtidos de longitud, para tener un contenido de GC de 50% o mas, y para
la reasociacion con la secuencia diana a temperaturas de aproximadamente 68-72°C. El método utiliza varias
enzimas de restriccion para generar un fragmento adecuado en la region conocida de un gen. El fragmento se
circulariza a continuacion mediante ligadura intramolecular y se utiliza como molde de la PCR.

Otro método que puede utilizarse es la PCR de captura que implica la amplificacion mediante PCR de fragmentos de
ADN adyacentes a una secuencia conocida en ADN cromosoémico artificial humano y de levadura (Lagerstrom el al,
PCR Methods Applic. 1: 111 - 119 (1991)). En este método, también pueden utilizarse digestiones y ligaciones con
enzimas de restriccion multiples para colocar una secuencia de doble hebra modificada genéticamente en una
porcion desconocida de la molécula de ADN antes de realizar la PCR. Otro método que puede utilizarse para
recuperar secuencias desconocidas es el descrito por Parker et al. Nucleic Acids Res. 19: 3055 - 3060 (1991)).
Ademas, se pueden utilizar PCR, cebadores anidados y bibliotecas PROMOTERFINDER® para pasear en el ADN
gendmico (Clontech, Palo Alto, California). Este proceso evita la necesidad de examinar bibliotecas y es util para
encontrar uniones intrén/exon.

Se debe entender que el acido nucleico de los linfocitos B puede escrutar adicionalmente para detectar las
moléculas de acido nucleico que codifican inmunoglobulinas antes de la secuenciacion. Para hacer esto, pueden
emplearse cebadores especificos para moléculas de acido nucleico que codifican inmunoglobulina (o especificas
para regiones adyacentes a la misma).

Segun se utiliza en la presente memoria, por "cebador" se entiende una secuencia de acido nucleico que puede
tener al menos aproximadamente 15 nucleétidos, o al menos aproximadamente 20 nucleétidos, o al menos
aproximadamente 30 nucledtidos, o al menos aproximadamente 40 nucledtidos de longitud. Se pretende que un
cebador especifico para una molécula de acido nucleico concreto incluya un cebador que hibride con una porcién de
la molécula de acido nucleico bajo condiciones de reasociacion mediante PCR (p.ej., 60°C durante treinta
segundos). En algunas realizaciones, un cebador especifico para una molécula concreta de acido nucleico es aquel
que es complementario a esa molécula de acido nucleico.

Los cebadores utilizados para secuenciar la secuencia de acido nucleico pueden denominarse cebadores de
secuenciacion. Los cebadores utilizados para la amplificacion de una secuencia de acido nucleico diana mediante la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) también pueden denominarse cebadores de PCR o cebadores de
amplificacion (véase la descripcion de PCR, por ejemplo, de Sambrook et al., mas arriba y Ausubel et al., mas
arriba).

En un ejemplo no limitante para obtener secuencias de acido nucleico de acuerdo con diversas realizaciones de la
invencion, el acido nucleico total de los linfocitos B puede convertirse en monocatenario (p.ej., calentando el acido
nucleico a 94-980°C durante al menos un minuto. El acido nucleico de hebra sencilla se puede pasar a continuaciéon
sobre un soporte sélido (p.ej., una columna o gel) al que se adhieren cebadores de hebra sencilla que son
especificos para regiones no variantes de moléculas de acido nucleico que codifican inmunoglobulinas o regiones no
codificantes adyacente al mismo (p.€j., promotores, potenciadores y/o intrones del gen de inmunoglobulina). Algunos
ejemplos no limitantes para estas regiones no variantes de inmunoglobulinas incluyen la regiéon constante de la
cadena pesada, y la region constante de las cadenas ligeras, y el region FR1 de la cadena pesada o de la cadena
ligera. Se permite que el acido nucleico hibride con los cebadores unidos a soporte en fase solida, y se elimina el
acido nucleico que no se hibrida. Después de la eliminacién el acido nucleico hibridado (que esta enriquecido en
moléculas de acido nucleico que codifican inmunoglobulinas) se libera de los cebadores mediante, por ejemplo,
adicion de calor o aumento de la concentracion de EDTA en el tampoén.

En otra realizacion de la invencién, independientemente de si el acido nucleico de los linfocitos B esta enriquecido en
moléculas de acido nucleico que codifican inmunoglobulina, las moléculas de acido nucleico que codifican
inmunoglobulina pueden amplificarse para aumentar su nimero de copias. Esta amplificacién puede realizarse, por
ejemplo, mediante amplificacion por PCR utilizando cebadores especificos para regiones no variantes de moléculas
de acido nucleico que codifican inmunoglobulina o regiones no codificantes adyacentes a las mismas.

En todos los métodos anteriores para obtener secuencias de acido nucleico de acuerdo con las diversas
realizaciones de la invencion, se entendera que los cebadores (p.ej., cebadores de secuenciacién o de PCR)
utilizados para generar las secuencias de acido nucleico que codifican la regién variable de la cadena de
inmunoglobulina pueden ser universales (p.ej., cola poliA) o pueden ser especificos para las secuencias que
codifican inmunoglobulinas.

En algunas realizaciones, el material de partida a partir del cual se obtiene la informacion de la secuencia de acido
nucleico que codifica el gen de inmunoglobulina es ADN gendmico. Por ejemplo, si las regiones variables de la
cadena de inmunoglobulina son de seres humanos, los cebadores (p.ej., cebadores de secuenciacion y/o cebadores
de PCR) se pueden seleccionar para que sean idénticos o hibriden a un promotor de gen de cadena de
inmunoglobulina. Por ejemplo, la secuencia del genoma humano es conocida. Dado que el gen que codifica la
cadena pesada se encuentra en el cromosoma 14 y el gen que codifica la cadena ligera en el cromosoma 22
(cadena ligera lambda) y 2 (cadena ligera kappa), seria habitual que el bidlogo experto en la técnica disefiara
cebadores que hibriden con elementos reguladores del gen que codifica la cadena pesada y el gen que codifica la
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cadena ligera. Dichos elementos reguladores incluyen, sin limitacion, promotores, potenciadores e intrones.

Los cebadores especificos de la regién variable de inmunoglobulina también se pueden determinar faciimente para
las inmunoglobulinas de ratones ya que se sabe que el gen de la cadena ligera kappa murina esta localizado en el
cromosoma 6 y se sabe que el gen de la cadena pesada murina esta localizado en el cromosoma 12.

En otra realizacién no limitante, el material de partida a partir del cual se obtiene la informacién de la secuencia de
acido nucleico que codifica el gen de inmunoglobulina es ARNm o ADNc obtenido mediante traduccion inversa a
partir del ARNm. En este ejemplo, para obtener secuencias de acido nucleico que codifican una regién variable de
inmunoglobulina, los cebadores pueden seleccionarse para que sean idénticos o hibridar con la cola de poliA de un
ARNmM o con la secuencia de ARNm rica en TTTT (SEC ID NO: 306) complementaria de los ADNc de los ARNm
correspondientes. Alternativamente, o ademas, los cebadores también se pueden seleccionar para que sean
idénticos o hibriden con las secuencias de acido nucleico que codifican FR1. Alternativamente, o ademas, los
cebadores también pueden seleccionarse para que sean idénticos o hibriden con una porcion de (o todas) las
regiones CH (es decir, CH1, CH2 o CHS) y/o las secuencias de acido nucleico que codifican la region VH.

Pueden surgir errores de secuenciacion a partir del uso de cebadores degenerados universales para secuenciar
moléculas de acido nucleico que codifican inmunoglobulinas a partir de hibridomas. Por ejemplo, Essono et al,
Protein Engineering, Design and Selection, pag. 1-8, 2009 describen un método que combina la secuenciaciéon con
la toma de huellas dactilares por espectrometria de masas de péptidos de la cadena de Ig correspondiente para
determinar la secuencia correcta de un anticuerpo monoclonal producido por un clon de hibridoma. Sin embargo, en
los métodos no limitantes de diversas realizaciones de la invencién, la presencia de errores de secuenciacion
simplemente aumentara el numero de diferentes secuencias de acidos nucleicos. A diferencia de Essono et al., mas
arriba, dado que los métodos de diversas realizaciones de la invencién permiten la creacion de un Unico anticuerpo
(tanto cadenas pesadas como ligeras o regiones variables del mismo) a partir de una poblacién policlonal inicial de
anticuerpos (donde el anticuerpo creado puede no aparecer realmente dentro de la poblacién policlonal inicial de
anticuerpos), tener un gran nimero de secuencias en la base de datos de material genético con la que correlacionar
los datos de espectros de masas observados de la base de datos de péptidos es un activo.

Informacién de espectros de masas pronosticados de la base de datos de material genético

De acuerdo con diversas realizaciones de la invencién, una vez que se generan las secuencias de nucleétidos de las
moléculas de acido nucleico, puede generarse informacion adicional basandose Unicamente en la informacion de la
secuencia de nucledtidos. Por ejemplo, la informacion de la secuencia de nucledtidos puede traducirse a secuencias
de aminoacidos pronosticadas utilizando el cédigo genético. Aunque el experto en la técnica puede traducir
facilmente secuencias de nucleétidos a secuencias de aminoacidos utilizando el cdédigo genético, se pueden utilizar
diversas herramientas de traduccion automatizadas (que estan disponibles publicamente), tal como la herramienta
de traduccion ExPASy del Instituto Suizo de Bioinformatica o la herramienta de traduccion EMBOSS Transeq de
EMBL-EBI.

De forma similar, la informacién del espectro de masas pronosticada de las secuencias de aminoacidos
pronosticadas codificadas por las secuencias de acido nucleico puede ser determinada facilmente por el experto en
la técnica. Por ejemplo, después de la digestion virtual (es decir, in silico) de los polipéptidos pronosticados
codificados por las secuencias de acido nucleico, los espectros de masas pronosticados de los fragmentos
peptidicos pueden generarse utilizando herramientas de algoritmo de soporte légico convencionales disponibles
publicamente que incluyen, sin limitacion, el soporte légico Sequest (de Thermo Fisher Scientific, Inc., West Palm
Beach, FL), el soporte logico Sequest 3G (de Sage-N Research, Inc., Milpitas, CA), el soporte légico Mascot (de
Matrix Science, Inc., Boston, MA; véanse también Electrophoresis, 15 20(18) 3551-67 (1999)), y el soporte ldgico
XlTandem (codigo abierto de The Global Proteome Machine Organization, cuyo uso es descrito por Baerenfaller K.
et al., Science 320: 938-41, 2008).

Segun se utiliza en la presente memoria, las palabras "pronosticado”, "teérico" y "virtual" se utilizan indistintamente
para referirse a secuencias de nucleétidos, secuencias de aminoacidos o espectros de masas que se obtienen a
partir de la transcripcion in silico (es decir, en una computadora) y/o traduccién (para las secuencias pronosticadas
de nucleodtidos y aminoacidos) o digestion in silico y/o analisis de espectrometria de masas (para los espectros de
masas pronosticados) de informacion de las secuencias de acidos nucleicos. Por ejemplo, las secuencias de acido
nucleico se obtienen de moléculas de acido nucleico genémicas obtenidas de linfocitos B como se describe en la
presente memoria. La secuencia de nucledtidos de, por ejemplo, ARNm derivado de ADN gendémico se pronostica
después de la traduccion in silico del ADN genémico. Este ARNm (o ADNCc) pronosticado puede traducirse in silico
para producir secuencias de aminoacidos pronosticadas. Las secuencias de aminoacidos pronosticadas pueden a
continuacion digerirse in silico con proteasas (p.€j., tripsina) y/o reactivos de escision quimica de proteinas (p.€j.,
bromuro de cianégeno) para producir fragmentos peptidicos pronosticados (o tedricos o virtuales). Los fragmentos
de péptidos virtuales se pueden analizar in silico para producir informacién de espectros de masas pronosticados.
Por lo tanto, la informacién del espectro de masas pronosticado, los fragmentos peptidicos pronosticados, las
secuencias de aminoacidos pronosticadas y las secuencias de ARNm o ADNc pronosticadas se pueden obtener
todas a partir de las secuencias de acido nucleico recogidas de los linfocitos B (p.ej., de un animal).
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En ciertas realizaciones, la proteasa o proteasas y/o los reactivos quimicos utilizados para digerir los polipéptidos
pronosticados para generar fragmentos de péptidos pronosticados y por ultimo los espectros de masas
pronosticados son las mismas proteasas y/o reactivos utilizados para digerir la poblacion inicial de anticuerpos
policlonales, como se describié anteriormente.

Correlacion de los espectros de masas observados con los espectros de masas pronosticados

Como se describiéd anteriormente, el paso de los fragmentos derivados de la poblacion policlonal inicial de
anticuerpos a través de un espectrometro de masas genera numerosos espectros de masas observados. Dado el
numero potencialmente grande de diferentes inmunoglobulinas dentro de una poblacion policlonal, cada una con una
secuencia de aminoacidos diferente, que se analizan con el espectrdmetro de masas, los espectros de masas
observados resultantes seran dificiles de volver a ensamblar en una region variable de la cadena de inmunoglobulina
funcional. En los métodos de diversas realizaciones de la invencién, debido a que estan disponibles las secuencias
de acidos nucleicos codificantes, no hay necesidad de ensamblar los datos de los espectros de masas observados.
En cambio, los espectros de masas observados se correlacionan con los espectros de masas pronosticados
derivados de las secuencias de acidos nucleicos de la base de datos de materiales genéticos para obtener las
secuencias de aminoacidos (y nucledtidos subyacentes) de cadenas de inmunoglobulina completas (o regiones
variables de las mismas) de una inmunoglobulina que se une especificamente a un antigeno de una poblacién de
inmunoglobulina policlonal de partida.

También como se describié anteriormente, la base de datos de material genético puede obtenerse a partir de
moléculas de acido nucleico aisladas del repertorio de células B de un animal inmunizado, incluyendo moléculas de
acido nucleico que codifican cadenas pesadas y ligeras de inmunoglobulina completas y regiones variables de las
mismas. Los intentos de identificar acidos nucleicos que codifican inmunoglobulinas especificas de antigeno
basandose unicamente en la informacion de la base de datos de material genético (p.ej., clasificaciones de
frecuencia de secuencias de la region variable) pueden pasar por alto aquellas inmunoglobulinas que se producen
con bajas frecuencias pero manifiestan actividades superiores especificas de antigeno. Sin embargo, de acuerdo
con las diversas realizaciones de esta invencién, correlacionando la informacién de los espectros de masas
pronosticados de la base de datos de material genético con la informacién de espectro de masas observada de los
anticuerpos policlonales circulantes reales como se describe en la presente memoria, pueden seleccionarse las
cadenas de inmunoglobulina (o regiones variables de las mismas) en la base de datos de material genético que
corresponden a las inmunoglobulinas dentro de los anticuerpos policlonales circulantes.

Por "correlacion" se entiende que la informacién de los espectros de masas observados derivada de los anticuerpos
policlonales de partida y la informacién de los espectros de masas pronosticados derivada de la base de datos de
material genético se cotejan y comparan entre si, de manera que las cadenas pesadas y/o ligeras de
inmunoglobulina (o regiones variables de la misma) pueden identificarse o seleccionarse a partir de la base de datos
de material genético que corresponde a cadenas pesadas y/o ligeras de inmunoglobulina (o regiones variables de
las mismas) de inmunoglobulinas especificas de antigeno en la poblacién policlonal de partida.

En realizaciones especificas, el proceso de correlaciéon implica comparar la informacién del espectro de masas
observado con la informacién del espectro pronosticado para identificar emparejamientos. Por ejemplo, cada uno de
los espectros observados puede buscarse contra la coleccién de espectros de masas pronosticados derivados de la
base de datos de material genético, identificandose cada espectro pronosticado con una secuencia peptidica de la
base de datos de material genético. Una vez que se encuentra un emparejamiento, es decir, un espectro de masas
observado se corresponde con un espectro de masas pronosticado, puesto que cada espectro de masas
pronosticado se asocia de forma identificable con una secuencia peptidica en la base de datos de material genético,
se dice que el espectro de masas observado ha encontrado su secuencia péptidica de emparejamiento - dicho
emparejamiento también se denomina en la presente memoria "par espectro-péptido" o "PSM". Debido a la gran
cantidad de espectros que se deben buscar y emparejar, este procedimiento de bisqueda y emparejamiento puede
realizarse mediante funciones y programas ejecutados por computadora, tal como el algoritmo SEQUEST (Sage-N
Research, Inc., Milpitas, CA).

En algunas realizaciones, la busqueda y el emparejamiento se dirigen a dominios funcionales o fragmentos de
inmunoglobulinas, tales como secuencias de region variable, secuencias de regién constante, y/o una o mas
secuencias de CDR. Por ejemplo, los espectros observados solo se buscan contra espectros de masas
pronosticados derivados de regiones V (y/o secuencias CDR3) de inmunoglobulinas para identificar PSM de region V
(y/o CDR3). En otras realizaciones, la busqueda y el emparejamiento se dirigen a secuencias de cadena pesada o
ligera de inmunoglobulina completa.

Una vez completados la busqueda y el emparejamiento, las cadenas pesadas o ligeras de inmunoglobulina en la
base de datos de material genético se analizan y seleccionan basandose en uno o mas de los siguientes
parametros: numero de péptidos Unicos, comparticiéon de espectro, cobertura de la secuencia de aminoacidos,
recuento de péptidos (recuento de péptidos totales o recuento de péptidos Unicos), frecuencia de las secuencias de
acidos nucleicos codificantes y relacion clonal.

El término "cobertura" al referirse a una secuencia o region (p.ej., una secuencia de cadena pesada o ligera, una
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secuencia de regiéon V o una secuencia de CDR) se define como el niumero total de aminoacidos dentro de la
secuencia que se han identificado en péptidos que se mapean para la secuencia o region y que tienen un espectro
observado coincidente, dividido por el numero de aminoacidos en la secuencia o region. Cuanto mayor sea la
cobertura, mas probable es que aparezca la secuencia o region en la poblacion policlonal real.

Por "nimero de péptidos Unicos" se entiende el nimero de péptidos distintos que se observan mapeando una Unica
secuencia de proteina (p.ej., una sola cadena pesada o ligera de inmunoglobulina o una regién variable de la
misma). Cuanto mayor sea el nimero, mas probable es que la cadena de inmunoglobulina esté presente en la
poblacion policlonal. En realizaciones especificas, la seleccion de una cadena de inmunoglobulina se realiza en base
a un numero de péptidos unicos de al menos 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12 o mas en la cadena de inmunoglobulina o su
region variable.

La "comparticion de espectro” se determina dividiendo el nimero total de péptidos asignados a la secuencia por el
numero total de PSM seguros asignados a la base de datos genéticos completa. La comparticion de espectro
proporciona un recuento de péptidos legible por seres humanos expresado como el porcentaje de PSM que se
correlacionan con una secuencia de region V especifica.

El término "recuento de péptidos" al referirse a una secuencia de proteina (p.ej., una region CDR3 o una region
variable) significa el nimero de veces que se identifica un péptido a partir de los espectros de masas observados
que coinciden con la secuencia de proteina. Por ejemplo, el recuento de una region CDR3 significa el nimero de
veces que se identifica un péptido a partir de los espectros de masas observados que coinciden con la region CDRS.
El recuento de una regioén variable significa el nimero de veces que se identifica un péptido a partir de los espectros
de masas observados que coinciden con la regiéon variable. El "recuento total de péptidos" al referirse a una
secuencia proteica significa el nimero de veces que se identifica cualquier péptido (Unico o no Unico) a partir de los
espectros de masas observados que coinciden con la secuencia de la proteina. "Recuento de péptidos Unicos"
significa la cantidad de veces que se identifica un péptido Unico a partir de los espectros de masas observados que
coinciden con la secuencia de la proteina. Si el mismo péptido se ha identificado multiples veces a partir de los
espectros de masas observados, se considerara el nimero total de veces que se observa este péptido para
determinar el recuento de péptidos total, aunque este péptido se contara solo una vez para determinar el recuento
de péptidos Unico.

En realizaciones especificas, se selecciona una cadena ligera o pesada de inmunoglobulina basandose en la
cobertura de la secuencia. En otras realizaciones, la seleccion se basa en una combinacion de cobertura de
secuencia con uno o mas parametros diferentes, que incluyen el nimero de péptidos Unicos, comparticion de
espectro, recuento de péptidos total, recuento de péptidos Unicos, frecuencia de la secuencia de acidos nucleicos
codificante o relacion clonal.

Los parametros anteriores se pueden determinar independientemente con respecto a una cadena pesada o ligera
completa, o con respecto a una o mas porciones de una cadena pesada o ligera de inmunoglobulina, por ejemplo, la
region variable y una CDR (p.ej., CDR1, CDR2, o CDR3, especialmente CDR3). En ciertas realizaciones, la
seleccion de cadenas de inmunoglobulina (o regiones variables de las mismas) se realiza en base a la cobertura de
la region V y/o la cobertura de CDR (p.gj., cobertura de CDR3).

La seleccidon de cadenas ligeras o pesadas de inmunoglobulina (o regiones variables de las mismas) se puede
realizar basandose en el valor absoluto de uno o mas parametros, o en base a la clasificacion de valores absolutos
para un parametro relevante. Cuando se considera la clasificacién para un parametro concreto, las secuencias 10,
20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 o mas mejor clasificadas se pueden seleccionar independientemente de los
valores absolutos de ese parametro. Cuando se considera el valor de un parametro, por ejemplo, el porcentaje de
cobertura de secuencia, en algunas realizaciones, la seleccion de cadenas de inmunoglobulina se realiza en base a
una cobertura de CDR (tal como la cobertura de CDR3) de al menos 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%,
50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 98% o mas; adicional o alternativamente, en base a una
cobertura de la region V de al menos 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%,
75%, 80%, 85%, 90% o mas.

En algunas realizaciones, se realiza un analisis filogenético para determinar la relacion clonal de la region variable
de la cadena pesada, la regién variable de la cadena ligera o una o mas CDR (p.ej., CDRH3 o CDRL3). Los cambios
o mutaciones de la secuencia nucleica de cadenas pesadas y ligeras en comparacion con la secuencia de la linea
germinal pueden proporcionar evidencia de la maduracion por afinidad de los anticuerpos después de la exposicion
al antigeno. La relacion clonal puede utilizarse como un factor en la seleccién de secuencias de anticuerpos. Se
puede realizar un analisis filogenético por medio de métodos conocidos en la técnica, por ejemplo, los descritos por
Dereeper et al., 2008, Nucl. Acids Res., 36(Web Server Issue): W456-459; Dereeper et al., 2010, BMC Evol. Biol,
10:8, y disponible en linea en www.phylogeny.fr/version2 cgi/index.cgi. En algunas realizaciones, las regiones
variables de la cadena pesada o ligera se agrupan por homologia, a continuaciéon se agrupan por homologia con
CDR (p.ej., CDRS3).

Las secuencias de cadena pesada y ligera seleccionadas se pueden expresar a continuacion por pares para
ensamblar anticuerpos monoclonales que se analizan para confirmar la funcionalidad especifica del antigeno. El
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emparejamiento de secuencias de cadena pesada y ligera seleccionadas puede ser completamente aleatorio, o
puede tomar en consideracién uno o mas parametros descritos anteriormente, incluyendo cobertura de secuencia,
numero Unico de péptidos, comparticion de espectro, recuento de péptidos total y recuento de péptidos unicos.

En algunas realizaciones, la abundancia de una poblaciéon de anticuerpos que tienen una secuencia peptidica
concreta se puede determinar utilizando un péptido marcado con is6topo pesado (p.ej., AQUA). Véase, p.gj., €l
documento WO 03/016861 y Gerber et al., 2003, 100:6940-45. Estos métodos emplean la introduccién de una
cantidad conocida de al menos un patrén peptidico marcado con is6topos pesados (que tiene una firma Unica
detectable mediante cromatografia LC-SRM) en una muestra bioldgica digerida con el fin de determinar, en
comparacion con el patréon peptidico, la cantidad absoluta de un péptido con la misma secuencia y modificacion de
proteina en la muestra bioldgica. El péptido puede ser Unico para una especie de anticuerpo o encontrarse en
multiples (p.ej., relacionados con la clonalidad) anticuerpos. En algunas realizaciones, el péptido puede incluir al
menos una porcién de una CDR (p.ej., CDR3). La cuantificaciéon de la abundancia de poblaciones de anticuerpos
puede ser util en métodos de verificacion de la composicion de anticuerpos en suero, por ejemplo, después de la
vacunacion de un sujeto.

Debe observarse que no se necesita que la inmunoglobulina que se une especificamente al antigeno cuya
secuencia de aminoacidos (o secuencia de acido nucleico) creada utilizando los métodos no limitantes de diversas
realizaciones de la invencion esté realmente presente dentro de la poblacion policlonal inicial de inmunoglobulinas.
Por el contrario, los métodos no limitantes de diversas realizaciones de la invencién simplemente permiten la
creacion rapida de una inmunoglobulina que se une especificamente al antigeno independientemente de si la
inmunoglobulina realmente existia en la poblacion policlonal de partida. Por ejemplo, la inmunoglobulina creada que
tiene las cualidades deseadas mas altas (p.ej., la mayor afinidad de unién (o KD mas baja) para el antigeno o un
isotipo deseado (p.ej., IgG2a) puede ser el resultado de una cadena ligera de un primer anticuerpo en la poblacion
policlonal ensamblada con una cadena pesada de un segundo anticuerpo (es decir, diferente del primer anticuerpo)
en la poblacion policlonal. La inmunoglobulina creada resultante se puede caracterizar adicionalmente (p.ej., afinidad
de unién por el antigeno o isotipo) de acuerdo con métodos convencionales.

Método de preparacion de anticuerpos recombinantes

Una vez que se dilucida la secuencia de nucleétidos de una cadena de inmunoglobulina (o regién variable de la
misma) de un anticuerpo que se une especificamente al antigeno, se puede generar una molécula de acido nucleico
que comprende esa secuencia.

Por ejemplo, si la poblacion de partida a partir de la cual se obtienen las moléculas de acido nucleico que codifican la
cadena de inmunoglobulina (o regién variable de la misma) es una biblioteca de ADNc, la molécula de acido nucleico
que comprende la secuencia elucidada puede obtenerse facilmente a partir de la biblioteca (p.gj., escrutando la
biblioteca con un cebador idéntico o capaz de hibridar con una porcién de la secuencia elucidada) o mediante PGR
que amplifica la molécula de acido nucleico de la biblioteca utilizando cebadores disefiados para amplificar la
secuencia de acido nucleico elucidada.

Alternativamente (o ademas), las moléculas de acido nucleico que comprenden la secuencia de nucledtidos
elucidada se pueden generar simplemente generando artificialmente la molécula de acido nucleico utilizando una
maquina de sintesis de ADN convencional. Numerosas maquinas de sintesis de ADN estan disponibles
comercialmente, incluyendo, sin limitacion, la serie de sintetizadores MerMade (p.ej., MerMade 4, Mermade 6,
MerMade 384, etc.) disponible de BioAutomation, Piano, TX; los diversos sintetizadores de ADN/ARN
comercializados por Applied Biosystems (ahora parte de Life Technologies, Corp., Carlsbad, CA). Varias compaiiias
también ofrecen servicios de sintesis de ADN (p.ej., BioPioneer, Bio S & R, Biomatik, Epoch BioLabs, etc.)

Se conocen métodos para expresar acido nucleico que codifica cadenas pesadas y ligeras de una inmunoglobulina
para producir inmunoglobulinas recombinantes (véase, p.ej. Publicacion de Patente de Estados Unidos Num.
6.331.415; 5.969.108; 7.485.291; US 2011-0045534; y PCT Publ. Nim. WO 2011/022077). Las inmunoglobulinas
recombinantes pueden prepararse en una variedad de células que incluyen, sin limitacién, células de insecto (p.€gj.,
células SF9), células de hamster (p.ej., células CHO), células murinas (p.ej., células NIH-3T3), células de primate
(p-€j., células COS), células humanas (p.€j., células Hela) y células procariotas (p.€j., células de E. coli). En algunas
realizaciones, las células que expresan las inmunoglobulinas recombinantes de diversas realizaciones de la
descripcion son capaces de afiadir modificaciones secundarias (p.ej., glicosilacion) a la inmunoglobulina
recombinante de una manera similar a la de la especie de la que se obtuvo originalmente la inmunoglobulina. Por
ejemplo, cuando se recolecta la poblacion de anticuerpos policlonales cuyos fragmentos se utilizaron para generar
los datos del espectro de masas observados de un ser humano, se pueden utilizar células humanas (o células que
glicosilan proteinas de manera similar o idéntica a las células humanas).

Para obtener la expresion de las secuencias de acido nucleico de una inmunoglobulina recombinante (o fragmento
de unidén a antigeno de la misma) que se une especificamente al antigeno en una célula, las secuencias de acido
nucleico pueden ligarse en un vector (p.ej., un plasmido o un vector retroviral) que contiene secuencias reguladoras
apropiadas de manera que las secuencias de acido nucleico insertadas se expresan en la célula en la que se
introducen las secuencias de acido nucleico. Dichas secuencias reguladoras incluyen, por ejemplo, promotores,
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potenciadores, elementos aceptores de intréon, sitios de poliadenilacién, etc. Se puede emplear cualquier método
para introducir las secuencias de acido nucleico de una inmunoglobulina recombinante (o vector que las contiene) en
una célula incluyendo, sin limitacion, electroporacion, transfeccion por medios quimicos (p.ej., CaPO., 20 DEAE-
dextrano, polietilenimina), infeccion, transduccion, fusion de liposomas, etc. (véanse los métodos, por ejemplo, en
Ausubel et al., mas arriba).

De acuerdo con algunas realizaciones de la invencion, la cadena pesada de inmunoglobulina y la cadena ligera de
inmunoglobulina se seleccionan aleatoriamente para ensamblarse en una inmunoglobulina (o regién variable o
dominio de unién a anticuerpo de la misma). Por ejemplo, la correlacion de los espectros de masas reales de un
fragmento peptidico de los anticuerpos policlonales con los espectros de masas pronosticados de un péptido
pronosticado codificado por las secuencias de acidos nucleicos se utilizara para obtener la secuencia de nucleétidos
o la secuencia de aminoacidos pronosticada de una cadena de inmunoglobulina que comprende el fragmento
peptidico. La secuencia de nucledtidos obtenida de la cadena de inmunoglobulina puede a continuacién co-
expresarse aleatoriamente y/o con una segunda secuencia de nucleétidos obtenida similarmente de una cadena de
inmunoglobulina, donde la segunda secuencia de nucledtidos codifica la otra cadena de un anticuerpo intacto en
condiciones en que las dos inmunoglobulinas codificadas las cadenas se ensamblaran en un anticuerpo intacto.

Se conocen las condiciones para coexpresar dos secuencias de nucleotidos (p.gj., en células) que codifican cada
una una cadena de inmunoglobulina de manera que se ensamble una inmunoglobulina intacta (véase, p.ej., las
Patentes de Estados Unidos Num. 5.969.108; 6.331.415; 7.498.024; 7.485.291; y la Publicacion de Patente de
Estados Unidos Num. 20110045534). Debido al niumero de secuencias de nucleétidos diferentes que se pueden
obtener utilizando los métodos descritos en la presente memoria, la invencion contempla el uso de métodos
roboticos y de alto rendimiento para seleccionar las inmunoglobulinas codificadas para crear una inmunoglobulina
que se une especificamente al antigeno.

Segun se utiliza en la presente memoria, por "ensamblado” o "ensamblaje" se entiende que una cadena ligera de un
anticuerpo (o un fragmento de la misma) y una cadena pesada de un anticuerpo (o un fragmento de la misma) se
combinan entre si de una manera en la que las dos cadenas se unen para crear un anticuerpo (o un fragmento del
mismo). En algunas realizaciones, en el anticuerpo ensamblado (o fragmento del mismo), los residuos de
aminoacidos tanto de la cadena pesada como de la cadena ligera contribuyen al dominio de union al antigeno del
anticuerpo ensamblado (o fragmento del mismo). En algunas realizaciones, el anticuerpo ensamblado (o fragmento
del mismo) comprende una cadena ligera (o fragmento de la misma) unida covalentemente a una cadena pesada (o
fragmento de la misma). En algunas realizaciones, el anticuerpo ensamblado (o fragmento del mismo) comprende
una cadena ligera (o fragmento de la misma) unida no covalentemente a una cadena pesada (o fragmento de la
misma).

En algunas realizaciones, las secuencias de nucleétidos o secuencias de aminoacidos de las cadenas de
inmunoglobulina (o regiones variables de las mismas) identificadas en el analisis protedmico descrito anteriormente
se sintetizan mediante técnicas recombinantes de biologia molecular o técnicas de sintesis de genes antes del
ensamblaje de anticuerpos recombinantes. Por ejemplo, las secuencias de nucleétidos o aminoacidos se pueden
sintetizar en una maquina de sintesis de nucledtidos o péptidos antes del ensamblaje. O, las secuencias de
nucledétidos o aminoacidos pueden expresarse de forma recombinante clonando las secuencias de nucleétidos en un
vector de expresion (p.ej., PCDNA3.1 de Invitrogen, Carlsbad, CA) y expresando el polipéptido codificado en una
célula (p.gj., Células Hela, células CHO, células COS, etc.) transfectadas con el vector de expresiéon. En algunas
realizaciones, la etapa de ensamblaje ocurre en la célula transfectada (p.ej., una sola célula se transfecta con uno o
mas vectores de expresion que comprenden secuencias de acido nucleico que codifican una cadena pesada y una
cadena ligera, donde la cadena pesada y ligera se expresara como polipéptidos en la célula transfectada).

En diversas realizaciones de la descripcion, los anticuerpos recombinantes se aislan. Segun se utiliza en la presente
memoria, por "aislado" (o "purificado") se entiende que un anticuerpo esta sustancialmente libre de otro material
biolégico con el que esta asociado de forma natural, o libre de otros materiales bioldgicos derivados, por ejemplo, de
una célula que ha sido genéticamente modificada para expresar el anticuerpo de la descripcion. Por ejemplo, un
anticuerpo recombinante aislado es uno que esta fisicamente separado de otros componentes de la célula anfitriona
(p-€j., €l reticulo endoplasmico o las proteinas citoplasmicas y el ARN). Asimismo, un anticuerpo purificado a partir
de suero y/o plasma sanguineo es un anticuerpo que se aisla de otros componentes de suero o plasma (p.€j.,
albumina o células) (utilizando, por ejemplo, la adherencia de los anticuerpos a la proteina A, donde los
componentes del suero que no son el anticuerpo no se adheriran a la proteina A). Por lo tanto, un anticuerpo aislado
(o inmunoglobulina aislada) de la presente descripcion incluye un anticuerpo que es puro en al menos 70-100%, es
decir, un anticuerpo que esta presente en una composicion en la que el anticuerpo constituye 70-100% en peso de la
composicion total. En algunas realizaciones, el anticuerpo aislado de la presente descripcion es puro en 75%-99%
en peso, puro en 80%-99% en peso, puro en 90-99% en peso, o puro en 95% a 99% en peso. El grado relativo de
pureza de un anticuerpo en diversas realizaciones no limitantes de la descripcidén se determina facilmente mediante
métodos bien conocidos.

En algunas realizaciones, los anticuerpos recombinantes (o las regiones variables de los mismos) se escrutan o
analizan adicionalmente en un inmunoensayo para confirmar que los anticuerpos se unen especificamente al
antigeno. En algunas realizaciones, el inmunoensayo es un inmunoensayo convencional tal como un ensayo de
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citometria de flujo (p.ej., un FACScan), un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzima (ELISA), un ensayo de
transferencia Western, un ensayo de inmunohistoquimica, un ensayo de inmunofluorescencia, un
radioinmunoensayo, un ensayo de neutralizacion, un ensayo de unién, un ensayo de afinidad o un ensayo de
inmunoprecipitacion de proteinas o péptidos. Todos estos inmunoensayos son ensayos convencionales bien
conocidos y se han descrito bien en los libros de métodos convencionales (véase, p.€j., Ausubel et al., mas arriba,
Coligan et al., mas arriba, Harlow y Lane, mas arriba).

Anticuerpos Terapéuticos

Las diversas realizaciones y métodos no limitantes de la invencion son utiles, por ejemplo, para aislar anticuerpos
que tienen un valor terapéutico. Por ejemplo, en el transcurso de una respuesta inmunitaria normal en un animal a
un patégeno, los anticuerpos con la mayor especificidad para un antigeno del patdégeno pueden tardar semanas en
aparecer. Esto se debe a que el linfocito B que produce el anticuerpo debe ser estimulado primero por el linfocito T
apropiado que también reconoce el antigeno presentado en una célula presentadora de antigeno en el contexto del
complejo mayor de histocompatibilidad expresado por cada célula nucleada de un animal. Los linfocitos B que
inicialmente responden al antigeno producen anticuerpos que se unen especificamente al antigeno. Sin embargo,
los anticuerpos de mayor afinidad son aquellos producidos por linfocitos B que se han unido a su antigeno (a través
de la inmunoglobulina expresada en superficie celular complejada con otros antigenos de superficie celular para
formar el receptor de célula B) vy, tras la estimulacion a través del receptor de célula B y otras células (incluyendo
linfocitos T) experimentan una maduracién de afinidad para producir anticuerpos con alta afinidad por su antigeno
especifico. Dicho linfocito B que ha experimentado una maduracion de afinidad (o su progenie con la misma
especificidad de anticuerpo) esta disponible en el animal para producir rapidamente anticuerpos de alta afinidad si el
animal vuelve a encontrar el mismo patégeno.

Esta estricta regulacion de linfocitos T y linfocitos B que responden a un antigeno la primera vez que se observa el
antigeno (p.ej., la primera vez que el animal es infectado con un patégeno concreto) es necesaria para prevenir la
respuesta inmunitaria autoinmune o inapropiada. Sin embargo, un inconveniente es que en el momento en que un
linfocito B especifico de antigeno secreta un anticuerpo de la mayor afinidad y especificidad por el antigeno, un
patégeno de crecimiento rapido puede haber crecido dentro del animal en la medida en que ya no puede eliminarse
facilmente. En algunas realizaciones de la invencion, los métodos permiten el rapido desarrollo de un anticuerpo
especifico de antigeno que omite el procedimiento que conlleva tiempo de aislar en primer lugar un linfocito B
especifico de antigeno que secreta el anticuerpo e inmortaliza ese linfocito.

Por lo tanto, en otro aspecto, la descripcién proporciona una composicién terapéutica que comprende un anticuerpo
recombinante con un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Segun se utiliza en la presente memoria, "portador farmacéuticamente aceptable" incluye cualquier material que,
cuando se combina con un ingrediente activo (p.ej., un anticuerpo recombinante preparado de acuerdo con diversas
realizaciones de la invencion), permite que el ingrediente conserve la actividad biolégica y no sea reactivo con el
sistema inmunitario del sujeto y no toxico para el sujeto cuando se suministra. Los ejemplos incluyen, pero sin
limitacioén, cualquiera de los vehiculos farmacéuticos convencionales tales como una solucién salina tamponada con
fosfato, agua, emulsiones tales como emulsion de aceite/agua y diversos tipos de agentes humectantes. Los
ejemplos no limitantes de diluyentes para administracion en aerosol o parenteral son solucion salina tamponada con
fosfato, solucion salina normal (0,9%), solucién de Ringer y solucién de dextrosa. El pH de la solucion puede ser de
aproximadamente 5 a aproximadamente 8, o de aproximadamente 7 a aproximadamente 7,5. Otros vehiculos
incluyen preparaciones de liberacion sostenida tales como matrices semipermeables de polimeros hidréfobos sdlidos
que contienen el anticuerpo, cuyas matrices estan en forma de articulos conformados, por ejemplo, peliculas,
liposomas o microparticulas. Resultara evidente para los expertos en la técnica que ciertos vehiculos pueden ser
mas preferibles dependiendo de, por ejemplo, la via administracion y la concentracion del anticuerpo que se
administra. Las composiciones que comprenden tales vehiculos se formulan mediante métodos convencionales bien
conocidos (véanse, por ejemplo, Remington's Pharmaceutical Sciences, 182 edicion, A. Gennaro, ed., Mack
Publishing Co., Easton, Pa., 1990; y Remington, The Science and Practice of Pharmacy, 20? ed. Mack Publishing,
2000).

Si bien se puede emplear cualquier vehiculo adecuado conocido por los expertos en la técnica en las composiciones
farmacéuticas de esta descripcion, el tipo de vehiculo variara dependiendo del modo de administracion. En diversas
realizaciones de la descripcion, son bien conocidas en la técnica numerosos mecanismos de administracion para las
composiciones farmacéuticas no limitantes descritas en la presente memoria (p.€j., que contiene un agente de union
o un polinucledtido que codifica un agente de unién), tales como los descritos por Rolland, 1998, Crit. Rev. Therap.
Drug Carrier Systems 15: 143-198, y referencias alli citadas.

Métodos de tratamiento

En otro aspecto, la descripcidon proporciona un método para tratar un animal que tiene o se sospecha que tiene una
enfermedad caracterizada por un antigeno de enfermedad, comprendiendo el método administrar una cantidad
eficaz de una composicion terapéutica que comprende una inmunoglobulina que se une especificamente a un
antigeno fabricado de acuerdo con los métodos de diversas realizaciones de la invencién, en donde el antigeno
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especificamente unido a la inmunoglobulina de la composicién terapéutica y el antigeno de la enfermedad son los
mismos.

En algunas realizaciones, el animal es un ser humano o un animal domesticado (p.ej., un perro, gato, vaca, cabra,
oveja, pollo, pavo, llama, emu, elefante o avestruz).

Segun se utiliza en la presente memoria, la expresion "caracterizado por" con respecto a una enfermedad y antigeno
de enfermedad indicado (p.ej., un antigeno HIVgp 120 de SIDA) significa una enfermedad en la que el antigeno de
enfermedad indicado esta presente en un animal con esa enfermedad. En algunas realizaciones, el antigeno de
enfermedad esta codificado por acido nucleico del agente etiolégico de la enfermedad (p.ej., un virus). En algunas
realizaciones, el antigeno de la enfermedad esta codificado por el genoma del animal (p.ej., el antigeno de la
enfermedad de fusién BCR-ABL codificado por el cromosoma Filadelfia en pacientes con leucemia mielégena
cronica (LMC).

Por "tratar" se entiende detener, retardar o inhibir la progresion de una enfermedad o prevenir el desarrollo de una
enfermedad en un animal. Se conocen métodos para detectar si el tratamiento es satisfactorio. Por ejemplo, cuando
la enfermedad es un tumor sdlido, la progresion de la enfermedad se inhibe, se detiene o se retrasa si hay una
regresion del tumor, reduccidon de metastasis, reduccion del tamafio del tumor y/o reduccion en el recuento de
células tumorales después de la administracion de la cantidad eficaz de una composiciéon terapéutica que
comprende una inmunoglobulina recombinante producida utilizando los métodos de diversas realizaciones de la
invencion.

Segun se utiliza en la presente memoria, una "cantidad eficaz" es una cantidad o dosificacion suficiente para
producir resultados beneficiosos o deseados que incluyen detener, ralentizar, detener, retardar o inhibir la progresion
de una enfermedad en un animal o prevenir el desarrollo de una enfermedad en un animal. Una cantidad eficaz
variara dependiendo de, por ejemplo, la edad y el peso corporal de un sujeto al que se va a administrar la
composicion terapéutica que comprende la inmunoglobulina recombinante, la gravedad de los sintomas y la via de
administracion, y de este modo se determina la administracién de manera individual. En general, la dosis diaria de
adultos para la administracion oral es de aproximadamente 0,1 a 1000 mg, administrada como una dosis Unica o en
dosis divididas. Para la administracion intravenosa continua, las composiciones pueden administrarse en el intervalo
de 0,01 ug/kg/min a 1,0 ug/kg/min, deseablemente de 0,025 ug/kg/min a 0,1 ug/kg/min.

Se puede administrar una cantidad eficaz en una o mas administraciones. A modo de ejemplo, una cantidad eficaz
de una inmunoglobulina recombinante producida utilizando los métodos de diversas realizaciones de la invencion, es
una cantidad suficiente para mejorar, detener, estabilizar, revertir, ralentizar y/o retrasar la progresion de una
enfermedad (p.ej., un cancer ) en un animal o es una cantidad suficiente para mejorar, detener, estabilizar, revertir,
ralentizar y/o retrasar el crecimiento de una célula enferma (p.ej., una célula cancerosa biodegradada) in vitro. Como
se entiende en la técnica, una cantidad eficaz de un anticuerpo recombinante de diversas realizaciones de la
descripcion puede variar, dependiendo, entre otros, del historial médico del animal, asi como de otros factores, tales
como el isotipo (y/o la dosificacion) del anticuerpo recombinante.

Las cantidades eficaces y las programaciones para administrar las composiciones que comprenden un anticuerpo
recombinante no limitante de diversas realizaciones de la descripcion se pueden determinar empiricamente, y hacer
tales determinaciones esta dentro del conocimiento practico de la técnica. Los expertos en la técnica comprenderan
que la dosificacion que debe administrarse variarda dependiendo de, por ejemplo, el animal que recibira las
composiciones de diversas realizaciones de la descripciéon, la via de administracién, el tipo concreto de
composiciones utilizadas (p.ej., el isotipo del anticuerpo recombinante dentro de la composicion) y otros farmacos
que se administran al animal. Cuando al animal (p.ej., un paciente humano) se le administra una composicion que
comprende un anticuerpo, se encuentra orientacioén en la seleccion de dosis apropiadas para el anticuerpo en la
bibliografia sobre usos terapéuticos de anticuerpos, p.ej., Handbook of Monoclonal Antibodies, Ferrone et al., Eds.,
Noges Publications, Park Ridge, N.J., 1985, cap. 22 y pag. 303-357; Smith et al., Antibodies in Human Diagnosis and
Therapy, Haber et al., Eds., Raven Press, Nueva York, 1977, pag. 365-389..

Una dosificacion diaria tipica de una cantidad eficaz de un anticuerpo utilizado solo podria oscilar entre
aproximadamente 1 ug/kg y hasta 100 mg/kg de peso corporal o mas por dia, dependiendo de los factores
mencionados anteriormente. Generalmente, se puede utilizar cualquiera de las siguientes dosis: una dosis de al
menos aproximadamente 50 mg/kg de peso corporal; al menos aproximadamente 10 mg/kg de peso corporal; al
menos aproximadamente 3 mg/kg de peso corporal; al menos aproximadamente 1 mg/kg de peso corporal; al menos
aproximadamente 750 ug/kg de peso corporal; al menos aproximadamente 500 ug/kg de peso corporal; al menos
aproximadamente 250 ug/kg de peso corporal; al menos aproximadamente 100 ug/kg de peso corporal; al menos
aproximadamente 50 ug/kg de peso corporal; al menos aproximadamente 10 ug/kg de peso corporal; se administra
al menos aproximadamente 1 ug/kg de peso corporal, o mas. En algunas realizaciones, una dosis de un agente de
union (p.ej., anticuerpo) proporcionado en la presente memoria esta entre aproximadamente 0,01 mg/kg y
aproximadamente 50 mg/kg, entre aproximadamente 0,05 mg/kg y aproximadamente 40 mg/kg, entre
aproximadamente 0,1 mg y aproximadamente 30 mg/kg, entre aproximadamente 0,1 mg y aproximadamente 20
mg/kg, entre aproximadamente 0,5 mg y aproximadamente 15 mg, o entre aproximadamente 1 mg y 10 mg. En
algunas realizaciones, la dosis esta entre aproximadamente 1 mg y 5 mg. En algunas realizaciones alternativas, la
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dosis esta entre aproximadamente 5 mg y 10 mg.

Los métodos descritos en la presente memoria (incluyendo los métodos terapéuticos) se pueden realizar mediante
una sola inyeccion directa en un punto temporal Gnico o en multiples puntos temporales en un sitio Unico o multiple.
La administraciéon también puede ser casi simultanea a mdltiples sitios. La frecuencia de administracion puede
determinarse y ajustarse a lo largo de la terapia y se basa en lograr los resultados deseados. En algunos casos,
pueden ser apropiadas las formulaciones de liberaciéon continua sostenida de las inmunoglobulinas recombinantes
de diversas realizaciones de la descripcion. Diversas formulaciones y dispositivos para lograr la liberacion sostenida
son conocidos en la técnica.

Las composiciones que comprenden los anticuerpos recombinantes de la presente descripcion pueden formularse
para cualquier forma de administracion apropiada, incluyendo, por ejemplo, administracion sistémica, topica, oral,
nasal, intravenosa, intracraneal, intraperitoneal, subcutanea o intramuscular, o por otros métodos, tales como
infusién, que aseguran su entrega al torrente sanguineo en una forma efectiva. La composicion también se puede
administrar mediante técnicas de perfusion aisladas, tales como perfusion tisular aislada, para ejercer efectos
terapéuticos locales. Para administracion parenteral, tal como inyeccién subcutanea, el vehiculo preferiblemente
comprende agua, solucién salina, alcohol, una grasa, una cera o un tampén. Para la administraciéon oral, puede
emplearse cualquiera de los vehiculos anteriores o un vehiculo sélido, tal como manitol, lactosa, almidén, estearato
de magnesio, sacarina de sodio, talco, celulosa, glucosa, sacarosa y carbonato de magnesio. En algunas
realizaciones, para la administracion oral, la formulacién de las composiciones es resistente a la descomposicién en
el tracto digestivo, por ejemplo, en forma de microcapsulas que encapsulan la inmunoglobulina recombinante de
diversas realizaciones de la descripcion dentro de los liposomas. También se pueden emplear microesferas
biodegradables (p.ej., polilactato poliglicolato) como vehiculos para las composiciones terapéuticas de esta
descripcion. Se describen microesferas biodegradables adecuadas, por ejemplo, en las Patentes de Estados Unidos
Num. 4.897.268 y 5.075.109.

En algunas realizaciones de la descripcion, las composiciones también pueden comprender tampones (p.€j.,
solucion salina tamponada neutra o solucién salina tamponada con fosfato), carbohidratos (p.ej., glucosa, manosa,
sacarosa 0 dextrano), manitol, proteinas, polipéptidos o aminoacidos tales como glicina, antioxidantes, agentes
quelantes tales como EDTA o glutation, coadyuvantes (p.ej., hidroxido de aluminio) y/o conservantes.
Alternativamente, las composiciones no limitantes de diversas realizaciones de la presente descripcion se pueden
formular como un producto liofilizado.

En algunas realizaciones de la descripcion, las inmunoglobulinas recombinantes también pueden atraparse en
microcapsulas preparadas, por ejemplo, mediante técnicas de coacervacion o mediante polimerizacion interfacial
(p-€j., hidroximetilcelulosa o microcapsulas de gelatina y microcapsulas de poli(metacrilato de metilo),
respectivamente), en sistemas coloidales de suministro de farmaco (p.ej., liposomas, microesferas de albumina,
microemulsiones, nanoparticulas y nanocapsulas), o en macroemulsiones. Tales técnicas se describen en
Remington's Pharmaceutical Sciences, 182 edicion, A. Gennaro, ed., Mack Publishing Co., Easton, Pa., 1990; y
Remington, The Science and Practice of Pharmacy 202 Ed. Mack Publishing, 2000. Para aumentar la semivida en
suero de la inmunoglobulina recombinante de diversas realizaciones de la descripciéon, se puede incorporar un
epitopo de unién al receptor de rescate al anticuerpo (especialmente un fragmento de anticuerpo) como se describe
en Patente de Estados Unidos Num. 5.739.277, por ejemplo. Segun se utiliza en la presente memoria, el término
"epitopo de unién al receptor de rescate” se refiere a un epitopo de la region Fc de una molécula de IgG (p.€gj., 1IgG1,
IgG2, IgG3 e IgG4) que es responsable del aumento de la vida media en suero in vivo de la molécula de IgG.

En algunas realizaciones de la descripcion, las inmunoglobulinas recombinantes también se pueden formular en
forma de liposomas. Los liposomas que contienen las inmunoglobulinas recombinantes se preparan por medio de
métodos conocidos en la técnica, tal como describen Epstein et al., 1985, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:3688;
Hwang et al., 1980, Proc. Natl Acad. Sci. USA 77:4030; y Patentes de Estados Unidos NUm. 4.485.045 y 4.544.545.
Los liposomas con mejora del tiempo de circulacion se describen en la Patente de Estados Unidos Num. 5.013.556.
Se pueden generar liposomas particularmente utiles mediante el método de evaporacion de fase inversa con una
composicion lipidica que comprende fosfatidilcolina, colesterol y fosfatidiletanolamina derivatizada con PEG (PEG-
PE). Los liposomas se extruyen a través de filtros de tamafio de poro definido para producir liposomas con el
diametro deseado. Ademas, los anticuerpos de diversas realizaciones de la descripcion (incluyendo fragmentos del
dominio de unién a antigeno tales como fragmentos Fab') se pueden conjugar con los liposomas como describen
Martin et al.,, 1982,. /. Biol. Chem. 257:286-288, a través de una reacciéon de intercambio de disulfuro. La
administracion de los anticuerpos recombinantes de diversas realizaciones de la descripcion incluye administracion
local o sistémica, incluyendo inyecciéon, administracion oral, pistola de particulas o administracion mediante
cateterizacion, y administracion topica. Un experto en la técnica esta familiarizado con la administracion de vectores
de expresion para obtener la expresion de una proteina exdgena in vivo. Véanse, p.ej., las Patentes de Estados
Unidos NUm. 6.436.908, 6.413.942 y 6.376.471.

En otro aspecto, la descripcidon proporciona un método para reducir la probabilidad de aparicién en un animal de una
enfermedad caracterizada por la presencia en el animal de un antigeno de enfermedad, en el que el método
comprende administrar una cantidad eficaz de una composicion terapéutica que comprende una inmunoglobulina
recombinante de varias realizaciones de la descripcion, en donde el antigeno especificamente unido a la
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inmunoglobulina de la composicion terapéutica y el antigeno de la enfermedad son los mismos.

La preparacion de la vacuna se describe generalmente en Vaccine Design ("The subunit and adjuvant approach"
(eds Powell M. F. y Newman M. J., (1995) Plenum Press New York). En otro aspecto, la descripcion proporciona un
kit para determinar la secuencia de aminoacidos de un anticuerpo de un animal que comprende (a) un medio para
obtener secuencias de acido nucleico que codifican regiones variables de cadenas de inmunoglobulina de
inmunoglobulinas multiples de un animal, y (b) instrucciones para correlacionar la informacion de los espectros de
masas de un anticuerpo analizado por espectrometria de masas con la informacién del espectro de masas
pronosticado derivado de las secuencias de acidos nucleicos para determinar la secuencia de aminoacidos del
anticuerpo.

Los métodos descritos en la presente memoria se pueden utilizar para controlar los anticuerpos circulantes a lo largo
del tiempo, p.gj., en un sujeto inmunizado con un antigeno. En estas realizaciones, se pueden tomar muestras del
sujeto en una pluralidad de puntos temporales (p.ej., antes y después de la inmunizacion) y los métodos descritos en
la presente memoria se utilizan para identificar anticuerpos circulantes en cada punto temporal. La composicién de
los anticuerpos circulantes se puede comparar en la pluralidad de puntos temporales para determinar la eficacia y/o
el transcurso del tiempo de la vacunacion. Esto puede ser util para controlar respuestas inmunitarias en sujetos
individuales y también en el desarrollo de vacunas.

Los siguientes ejemplos se proporcionan para ilustrar, pero no para limitar, los diversos aspectos y realizaciones de
la invencion.

Ejemplo 1

Identificacion de cadenas pesadas individuales de anticuerpos de una poblacion policlonal de anticuerpos
que se unen especificamente a un antigeno.

En este ejemplo, se obtuvieron mudltiples anticuerpos monoclonales a partir de una poblaciéon policlonal de
anticuerpos que se unen especificamente a un antigeno. utilizando los métodos de diversas realizaciones de la
invencion, la informacion de la base de datos de material genético generada a partir de moléculas de acido nucleico
del animal cuyos sueros comprendia la poblacion policlonal de partida se comparé con informacion de la base de
datos de péptidos del analisis de los anticuerpos monoclonales.

Las secuencias de acido nucleico se obtuvieron de esplenocitos de un animal inmunizado con el antigeno de
acuerdo con los métodos descritos en la presente memoria utilizando cebadores especificos para secuencias que
codifican cadenas de inmunoglobulina de conejo (véanse, por ejemplo, las secuencias de cebadores en el Ejemplo 6
a continuacion). Las regiones CDR3 de las cadenas pesadas de los anticuerpos policlonales se clasificaron en
funcién del numero de veces que aparecieron en la base de datos y el porcentaje de veces que aparecié cada CDR3
entre todas las regiones CDR3 en la base de datos. La Tabla 2 muestra las 25 regiones superiores de CDR3 y sus
frecuencias. Estos resultados muestran que las mismas secuencias de CDR3 se encontraron en muchos anticuerpos
diferentes en la mezcla policlonal. Esta informacién muestra que los anticuerpos que se unen especificamente al
mismo antigeno comparten a menudo secuencias en sus regiones CDR3 (y presumiblemente en las otras regiones
CDR). Esta informacion muestra que los métodos descritos en la presente memoria podran identificar y aislar
aquellas cadenas de inmunoglobulina (o fragmentos de las mismas) que se uniran especificamente al antigeno.

Tabla 2
SEQ ID NO: |CDR3 Recuento |Porcentaje
29 GVKF 582 7,90%
30 GVSTNV 530 7,20%
31 DPYDDPTYRGYGMPL 372 5,05%
32 NPAVNTYAS 345 4,69%
GGL 198 2,69%
33 HLFLHF 196 2,66%
34 HLFLNL 172 2,34%
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SEQ ID NO: |CDR3 Recuento |Porcentaje
GNV 169 2,30%
GNI 143 1,94%
35 HLFLNF 129 1,75%
36 GLGYVGSSVYIVKYINL |126 1,71%
37 DLIRVAGDTFYDGAFNL 113 1,53%
38 GRYNGWGYSNDL 113 1,53%
39 GGGTTLYTYFDL 111 1,51%
40 GLGYVGSDVYIVKYINL |105 1,43%
41 GGYGYGYGNTDFNL 93 1,26%
42 DDGGVRVDFDL 87 1,18%
43 VDDSGWMPFKL 85 1,15%
44 NVGSSSHYNLNL 76 1,03%
45 DGTDHGFNIDL 72 0,98%
46 STFRNSYARLAL 69 0,94%
47 IPYGWYSGGGAAPYFDL |65 0,88%
48 NAAIL 62 0,84%
49 AVSDNGYGMYWFNL 61 0,83%
50 ELAGYDVGVEF 59 0,80%

Para la creacion de la base de datos de péptidos, se utilizaron los siguientes métodos.
Digestion proteolitica de anticuerpos

Se concentraron aproximadamente 10 ug de la poblacién policlonal de anticuerpos y se cambié el tampén mediante
ultrafiltracion (0,5 ml 10K Amicon: Millipore). El volumen inicial se concentré primero, a continuacion se cambid
mediante la adiciéon de 400 ul de Hepes 200 mM a pH 8. Las muestras se desnaturalizaron resuspendiéndolas en 80
ul de urea 8 M en Hepes pH 8 durante 15 minutos a temperatura ambiente. Los anticuerpos se redujeron en DTT 10
mM a temperatura ambiente durante 40 min.

La alquilacion se realizé durante 1 hora con IAA 20 mM. La concentracion de urea se redujo a una concentracion
final de 2M. Las muestras se dividieron igualmente por cinco y se digirieron por separado durante la noche a 37°C
con tripsina, Lys-C, Glu-C, pepsina o quimotripsina, respectivamente. Para los productos digeridos con Pepsina, las
muestras se concentraron y se cambiaron con acido acético 3M y se digirieron a RT durante 1 hora. Las digestiones
se inactivaron mediante la adicién de TFA al 20% y se purificaron utilizando cartuchos Sep-Pack (Waters). Las
muestras limpias se liofilizaron y resuspendieron para su analisis en un espectrometro de masas LTQ Orbitrap Velos.

Espectrometria de masas
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Las mezclas de péptidos producidas digiriendo la fraccion de anticuerpo con las proteasas Lys-C, tripsina,
quimotripsina, pepsina o Glu-C (es decir, los péptidos se produjeron digiriendo la fracciéon de anticuerpo con cada
una de estas proteasas individualmente) se analizaron mediante LC-MS/MS utilizando individualmente el
espectrometro de masas hibrido LTQ Orbitrap Velos (Thermo-Fisher). Las muestras se cargaron durante 15 min
utilizando un automuestreador Famos (LC Packings) en una columna capilar de silice fundida vertida a mano (125
um de didmetro interno, 18 cm) cargada con resina MagicCISaQ (5 m, 200 A) utilizando una bomba binaria Agilent
serie 1100 con un divisor de flujo en linea. La cromatografia se desarrollé utilizando un gradiente binario a 400 nl/min
de 8-30% de disolvente B durante 35 minutos (Disolvente A, acido férmico (AF) al 0,25%, Disolvente B, AF al 0,1%,
acetonitrilo al 97%). A medida que los péptidos eluian de la columna de cromatografia liquida en el espectrometro
de masas, se ionizaron y se midieron las razones masa-carga de ién peptidico para generar un espectro MS 1. El
espectrometro de masas a continuacion selecciond los 20 iones peptidicos mas abundantes que eluyeron en ese
momento y que no habian sido sometidos a la adquisicion del espectro MS2 en los ultimos 35 segundos, a
continuacion se aislaron y fragmentaron, a su vez, cada uno de esos 20 iones peptidicos para producir 20 espectros
de ion de producto MS2. Se realizé un ciclo completo de adquisicién de un espectro MS 1 de iones precursores
seguido de la adquisicion de 20 espectros de iones producto MS2 de una manera dependiente de los datos en
aproximadamente 1,6 segundos, y a continuacion se repitid continuamente a medida que los péptidos se eluian de la
columna de cromatografia liquida. El examen del estado de carga se us6 para rechazar especies cargadas
individualmente, y se requirié un umbral de 500 esferas para desencadenar un espectro MS/MS. Cuando fue posible,
el LTQ y el Orbitrap se hicieron 30 funcionar en modo de procesamiento paralelo.

Busqueda de base de datos y procesamiento de datos.

Los espectros de MS/MS se buscaron utilizando el algoritmo SEQUEST contra una base de datos genéticos. Los
parametros de busqueda incluyeron especificidad enzimatica completa para quimotripsina, Glu-C, Lys-C y tripsina, y
ninguna especificidad enzimatica para pepsina con una tolerancia de masa parental de 50 p.p.m., una modificaciéon
estatica de 57,0214 sobre cisteina y modificaciones dinamicas de 15,9949 sobre metionina. Se realizaron busquedas
en los espectros de HCD con una tolerancia de iones fragmento de + 0,02 Da, mientras que los espectros de CID se
buscaron con una tolerancia de iones fragmento de + 1 Da. Los péptidos se filiraron a una FDR de péptido de 1%
mediante el enfoque diana-sefiuelo, utilizando una funcién discriminante lineal para puntuar cada péptido basandose
en parametros tales como Xcorr, ACn y el error de masa del precursor.

Resultados

La Figura 4 representa esquematicamente el método seguido en este ejemplo. Las secuencias de acido nucleico se
analizaron utilizando las reglas de Kabat (véanse Kabat, E.A. et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest,
National Institutes of Health, Bethesda, Md., (1987) y Wu, T.T. y Kabat, E.A. J. Exp. Med. 132: 211-250 (1970)) para
determinar dénde estaban ubicadas la region variable y CDR3 (y sus secuencias) dentro de las secuencias. A
continuacioén, se elucidé el porcentaje de cobertura de las regiones CDR3 de la cadena pesada de multiples
anticuerpos monoclonales identificados mediante espectrometria de masas. Como se muestra a continuacion en la
Tabla 3, se identificaron dieciséis secuencias de péptidos diferentes de la mezcla de anticuerpos policlonales
analizada por MS, donde cada uno de los dieciséis péptidos comprendia la totalidad (es decir, 100%) de la Region
CDR3 de la secuencia correspondiente a partir de las secuencias de acido nucleico recogidas del animal.

Tabla 3
SEQ ID NO: |CDR3 % Cobertura CDR3
GNL 100
GNV 100
29 GVKF 100
30 GVSTNV 100
51 SRSTSYYINL 100
45 DGTDHGFNIDL 100
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SEQ ID NO: |CDR3 % Cobertura CDR3
52 DGSDHGFNIDL 100
53 GADSIYRIYFDL 100
54 NVGSSSYYNLNL 100
55 GGDAGYGYFDAFGP 100
56 GGDAGYGSFDAFGP 100
57 GLGYVGSSVYISKYINL 100
58 VPWTGGSGDARLTRLDL  |100
36 GLGYVGSSVYIVKYINL 100
59 DLGYASYIGYGYPSYYFKL |100
60 DLGYASYRGYGYPSYYFKL | 100

De los péptidos enumerados en la Tabla 3, cinco de los péptidos observados mas frecuentes por espectrometria de
masas también se observaron como espectros de masas tedricos derivados de la informacion de las secuencias de
acidos nucleicos. Por lo tanto, este experimento demostré que al comparar y correlacionar los espectros de masas
pronosticados (y las secuencias subyacentes) derivados de las secuencias de acido nucleico con los espectros de
masas observados a partir de los fragmentos peptidicos reales de los anticuerpos policlonales, se obtuvieron
facilmente las secuencias de anticuerpos monoclonales multiples (o al menos las cadenas pesadas de los mismos).

Ejemplo 2
Desarrollo de un anticuerpo humano recombinante especifico del antigeno de la gripe

Durante el invierno de 2009-2010, una cepa del virus de la gripe H1N1 infecté a un gran nimero de seres humanos,
causando la muerte y lesiones permanentes. Utilizando los métodos no limitantes de diversas realizaciones de la
invencion, los anticuerpos neutralizantes pueden clonarse a partir de seres humanos expuestos previamente a una
cepa de virus similar, y utilizarse como una composicion para tratar pacientes humanos que actualmente padecen la
enfermedad.

En consecuencia, las personas ancianas que se sabia que habian estado expuestas al virus de la influenza durante
la epidemia de influenza de 1918 se someten a pruebas de deteccién de la presencia de anticuerpos séricos que
pueden neutralizar el virus de 1918. Para hacer esto, se sigue el método descrito por Yu et al., Nature 455: 532-536,
2008.

Se identifican los pacientes cuyo suero y/o plasma sanguineo contienen anticuerpos neutralizantes del virus, y se
extrae sangre de estos pacientes y se separa en células y suero y/o plasma.

A partir de las células sanguineas, se aislan los linfocitos B de acuerdo con métodos convencionales (véanse, por
ejemplo, los métodos descritos en la presente memoria) y se obtienen moléculas de acido nucleico de los linfocitos
B. Las moléculas de acido nucleico que codifican la cadena de inmunoglobulina se aislan de estas células mediante
amplificacion por PCR de ADN gendmico utilizando cebadores que hibridan con regiones aguas arriba y aguas abajo
de los genes de la region variable de cadena pesada (VH) y ligera (VL) de inmunoglobulina humana. Los métodos
para preparar dichos cebadores son convencionales en el campo de la inmunologia (véanse, por ejemplo, los
métodos descritos en Marks y Bradbury, "PCR Cloning of Human Immunoglobulin Genes" en Antibody Engineering:
Methods and Protocols, 248: 117-134, 2003.
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Estas moléculas de acido nucleico obtenidas mediante el uso de estos cebadores para la amplificacion mediante
PCR se utilizan para poblar la base de datos de material genético. Dentro de la base de datos genéticos, las
secuencias de acido nucleico se manipulan adicionalmente utilizando paquetes de soporte l6gico convencionales
para determinar la secuencia de aminoacidos del polipéptido codificado por cada secuencia de acido nucleico, y los
polipéptidos codificados se digieren virtualmente con tripsina, donde los péptidos resultantes generados a partir de
tales productos digeridos se utilizan para generar los espectros de masas pronosticados.

A partir de la sangre de los pacientes, se recoge el suero y/o el plasma. Los anticuerpos presentes en el suero y/o
plasma se aislan por medio de métodos convencionales. Por ejemplo, las proteinas séricas se pasan a través de
una columna de proteina A-sefarosa, a la que se adhieren las inmunoglobulinas y las proteinas que no son
inmunoglobulinas no. Debido a que las personas cuya sangre se recoge no estan recién expuestas al virus de la
influenza 1918, sus anticuerpos séricos se enriqguecen adicionalmente en anticuerpos que se unen especificamente
a un antigeno viral 1918 al pasar los anticuerpos séricos en una segunda columna recubierta con virus 1918 (p.gj.,
virus atenuado o fragmentos del mismo). A continuacion, los anticuerpos unidos se tratan con una proteasa (p.€j.,
papaina) o un reactivo de escision quimica de proteina que corta especificamente cerca de la regién bisagra de la
inmunoglobulina, y se retiran las porciones Fc no adherentes. Finalmente, los fragmentos Fab o Fab2 unidos se
tratan con tripsina para generar fragmentos peptidicos, y todos los fragmentos se fraccionan a continuacion
utilizando cromatografia liquida, y a continuacion los fragmentos se analizan mediante espectrometria de masas.
utilizando un algoritmo tal como el programa Sequest, los espectros de masas en tandem observados de los
péptidos se correlacionan con los espectros de masas pronosticados a partir de las secuencias de acido nucleico
extraidas de los linfocitos B de los pacientes. Utilizando este procedimiento, se puede identificar al menos un péptido
encontrado dentro de la secuencia de aminoacidos pronosticada de una cadena de inmunoglobulina Unica de la
base de datos de material genético. La secuencia de acido nucleico que codifica esta cadena de inmunoglobulina (o
region variable de la misma) se recupera después de la base de datos genética y se sintetiza utilizando métodos de
sintesis de ADN convencionales. Las secuencias de ADN sintetizadas se subclonan a continuacion en vectores de
expresion que después se transfectan a células CHO. Los anticuerpos recombinantes producidos por las células se
aislan a continuacion y se prueba su capacidad para unirse al virus 1918 (o fragmentos del mismo).

Los anticuerpos recombinantes producidos utilizando este método se combinan a continuacién con un vehiculo
farmacéuticamente aceptable y se administran a pacientes que padecen la infeccién por el virus H1N1. Debido a que
estos anticuerpos recombinantes son de origen completamente humano, no se espera que sean rechazados por el
sistema inmunolégico de los pacientes.

Ejemplo 3
Obtencion de secuencias de acidos nucleicos

Este protocolo utiliza la secuenciacion de nueva generacion (NGS) y se basa en la plataforma 454 NGS (FLX +, FLX
o junior; disponible comercialmente en 454 Life Sciences, una compaifia de Roche, Branford, CT). Se necesitaran
ligeras modificaciones para otras plataformas NGS de alto rendimiento y se basaran en las instrucciones de
fabricacion de NGS.

Los ratones se inmunizan con el antigeno de interés (péptido o péptidos, proteinas recombinantes, virus, toxina, etc.)
con protocolos de inmunizacion convencionales (véase, por ejemplo, Coligan et al., mas arriba). Las respuestas
inmunitarias se controlan mediante el titulo de inmunoglobulinas en plasma frente al antigeno especifico. La sangre,
el bazo, la médula ésea, los ganglios linfaticos o cualquier 6rgano linfoide se pueden recolectar y procesar para
aislar las células B de acuerdo con los métodos convencionales. Este procedimiento de aislamiento también se
puede reducir si el material es limitado y se reemplaza con un procedimiento de RT-PCR directo utilizando
cebadores de PCR especificos de dominio variable de inmunoglobulina contra poblaciones de cadenas pesadas y
ligeras del animal.

Por supuesto, en algunas realizaciones, las secuencias de acido nucleico pueden secuenciarse directamente a partir
del material biolégico (es decir, sin amplificarse antes de la secuenciacion). Los servicios y reactivos para la
secuenciacion directa a partir de secuencias de acido nucleico estan disponibles comercialmente, por ejemplo, de
Helicos BioSicences Corp. (Cambridge, MA). Por ejemplo, la secuenciacion de molécula tinica verdadera de Helicos
permite la secuenciacion directa de ADN, ADNc y ARN. Véase también las Patentes de Estados Unidos Num.
7.645.596; 7.037.687, 7.169.560; y publicaciones Harris et al., Science 320: 106-109, 2008; Bowers et al., Nat.
Methods 6: 493-494, 2009; y Thompson y Milos, Genome Biology 12: 217, 2011.

En algunas realizaciones, las secuencias nucleicas se amplifican (p.ej., mediante reaccion en cadena de la
polimerasa) antes de obtener la informacién de la secuencia.

En un ejemplo no limitante, se utiliza un cebador de PCR oligo dT para RT-PCR. En otro ejemplo no limitante, se
realiza RT-PCR especifica de gen utilizando los cebadores de PCR que se describen a continuacion. En otro
ejemplo, los cebadores de PCR contra poblaciones de cadena pesada y cadena ligera en un ratén tienen secuencias
establecidas en Publicacion PCT Nam. WO2010/097435.

Con o sin enriquecimiento de células B, los materiales genéticos purificados (ADN o ARNm) se someteran a
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continuacion a RT-PCR siguiendo procedimientos convencionales (véase, por ejemplo, Ausubel et al., mas arriba).
Esta es la fase de preparacion de la biblioteca de los materiales genéticos antes de ejecutar la secuenciacion NGS.
La reaccioén de transcripcion inversa (RT) puede aplicar oligo dT o cebadores especificos de inmunoglobulina para
generar ADNc. El procedimiento de reaccion en cadena de la polimerasa aplicara cebadores especificos de
inmunoglobulina para amplificar la regién variable de cadenas ligeras y pesadas (reorganizadas o/y expresadas) de
la muestra.

Estos métodos se describen con mas detalles a continuacion.
Preparacion de la biblioteca
Ejemplo de preparacion de muestra:

La sangre, el bazo, la médula dsea o los ganglios linfaticos se aislan después de que los ratones reciban un refuerzo
final con antigeno. Las células mononucleares se aislan mediante separacion con Ficoll como se describid
anteriormente. A continuacion, las células marcadas con Ficol se lavan con PBS, se cuentan y se congelan
instantaneamente para la preparacion de ARN total. EI ARN total se aislé de las células utilizando el kit Qiagen
RNeasy (disponible comercialmente de Qiagen Inc., Hilden, Alemania) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante, y el ARN total se almacena a -80°C.

Para la RT-PCR especifica de gen o la RT-PCR convencional (utilizando oligo dT), se puede utilizar el siguiente
protocolo.

cebador u Oligo dT RT-lg de raton CST 10 uM |1 ul

2,5 ug de ARN total (esplenocitos) x ul
dNTP 10mM 2ul
Agua esterilizada y destilada hasta 14 ul

Incubar la mezcla a 65°C durante 5 minutos y a continuacioén colocarla en hielo.

5x tampdn de sintesis de ADNc 4 ul
DTT 0,1 M 1ul

Invitrogen Thermoscript RT (15 U/ul) |1 ul

Mezclar los contenidos suavemente e incubar a 60°C durante 60 minutos
Terminar la reaccion calentando a 85°C durante 5 minutos
El ADNc esta listo para su uso en la preparacion de una biblioteca

El ADNc se sometera a continuacion a PCR utilizando cebadores de ratén de fusién especificos CST 454 para
cadenas pesadas y ligeras. Los cebadores tendran las siguientes secuencias:

Cebadores de amplicén de ratén 454

Cadenas Pesadas (cebadores directo e inverso)
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HV1 CCATCTCATCCCTGCG TG TCTCCGACTCAGACGAGTGUG TGATGTGAAGCTICAGGAGTC
(SEQINO: 1)

Hnva¢ CAGACGCTCGACACAGGTGCAGCTGAAGGAGTC

(SEQ I NO: 2)
HV3 CCATCTCATCCCTGCG TG ICTCOGACTCAGAGACGUACT CCAGGTGCAGCTGAAGCAGTC

(SEQIIDNO:3)
HV4 CCATCLCATCCCTIGOGTGICICCGACTCAGAGCACTGTAGCAGTTACTCIGAAAAGAGTC
(S1:Q IDNO: 4)
HV5 CCATCTCATCCCTGCG [GLCTCCGACTCAGATCAGACACGGAGG TCCAGCTGCAACAATCT
(S1XQ I N 5)
HV6 CCATCICATCCCTGOG TG ICTCCGACTCAGATATCGCGAGGAGG I CCAGCTGCAGCAGTC
(S1Q 113 NO: 6)

HV7 (CAGUGTGTCTCTACAGGTCCAACTGCAGCAGCCT

(SEQIDNG:T)
HVE CCATCTCATCCCTOGCG TG ICTCCGACTCAGUTCGOCGTGTCGAGGTGAAGCTGGTGGAGTC

(S1Q ll) NO: 8)

HVO CCAT T
(SEQ IDNO: 9)

HVIO (" ATCTCATCCCTGCGTGTICTCCGACTCAGT GATAUCGTCTGATGTGAACTTGGAAGTGTC

TCTCTATGCGGAGG IGAAGCTGGTOGAALC

(SEQ IDNO: 1)

HVFOR] CCTATCCCCTGTGTGOCTTGGCAGTCTCAG TGCAGAGACAGTGACCAGAGT
(81 Q ll} NO 11)

HVEOR2 )
{SEQ NGO ]2)

HVEFOR3 CCTATCCCCTGTGTGCOTTGGCAGTCTCAG TOAGGAGACGGTGACTGAGGT
(S1Q ID NG 13)

HVIORY CCILATCCCCTIRIGTGCCTTGGCAGTCTCAG TGAGGAGAU GG L GACCGTGE T
(SLEQ NG 14)

ITGAGGAGACTGTGAGAGTGGT

Cadenas Kappa (Cebadores Directo e Inverso)

KV1 CCATCTCATCCCTGCGIGTCTCCGACTCAGCATAG TAG TGGATG TTT TGATGACCCAAACT
(S1:Q IDNO: 15)

KV2 CCATCICATCCCTGCG TG1ICTCCGACTCAGCGAGAGATACGATAT I GTGATGACGCAGGCT
(SI'Q T NQ: 16)

KV3 CCATCTCATCCOTGOGTGTCTCCGACTCAGATACGAC GTAGATATTGTGATAACCCAG

(S1Q IDNO: 17D

KV4 CC ITCACGTACTAGACATTGTGCTGACCCAATCT

(SI'Q I NO: 18)
KV5 CCATCTCATCCCTGCG TG ICTCCGACTCAGU GTCTAGTACGACATTGTGATGACCCAGTCT

(SIIQ IDNG: 19)
KV CCATCICATCCCTIOCGTIGICTCCOGACTCAGTCTACGTAGCGATATIG IGCTAACTCAG ICT
(S1:Q 1D NO: 20)
KV7 CCATCTC
(S0 Iy N 21)
KVE CCATCTCATCCCTGCGTGICTCCGACTCAGACGACTACAGGACATCCAGCTGACTCAGTCT
(S1Q 11D NO: 22)
KVoCC T

ITGTACTACTCGATATCCAGATGACACAGACT

ICGTAGACTAGCAAATTGTTCTCACCCAGTCT

(81Q ID NGk 23)
KVEFOR] CCTATCCCCTGTGTGCCTTGOGCAGTC TCAGCCGTITCAGCTCCAGCTTG (SEQ 1D NO: 24)

KVl OR2 C( l !\ l('((( lGl(rT(“(‘(T"l C(‘C‘AGT( LCAGCOCGTTTTATTCCAGCTTGGT(SEQ ID NO: 25)
X 1GTGCCTT ! GCCGTTTTATT ICCAACT TG (SEQ 1D NO: 20)

Cadenas Lambda (cebadores directo € inverso)

LV CCATCTCATCCCTGOGTGTCTCCGACTCAGTACGAG TATGCAGGOTG TIGTGACTCAGGAA
(8130 ID N 27)

LVFOR CCTATCCCCTOIGTGOCTTGGUAGTCTICAGCTTGUGCTIGACCTAGGACAGT
(S1)Q 1D NO: 28)

En todas las secuencias anteriores, las secuencias subrayadas son para la secuenciacion 454, las secuencias en
negrita son codigos de barras para multiplexacion, y las secuencias de fuente regular son secuencias especificas del
raton.
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Los cebadores se utilizan para amplificar las bibliotecas descritas anteriormente de la siguiente manera:

PCR de cadena pesada:

Mezcla de cebadores de cadena pesada de raton CST454 |1 ul

ADNc 1ul
2x Phusion Master Mix 12,5 ul
H.O 10,5 ul

PCR de cadena ligera:

Mezcla de cebadores de cadena ligera de raton CST454 |1 ul

ADNc 1ul
2x Phusion Master Mix 12,5 ul
H.O 10,5 ul

Las condiciones del ciclo de PCR pueden ser las de la Tabla 4 siguiente:

Tabla 4
Etapa Temperatura | Tiempo (en minutos)
1: Etapa de desnaturalizacion | 98°C 01:30
2: Etapa de desnaturalizacion | 98°C 00:10
3: Etapa de recocido 60°C 00:30
4: Etapa de extension 72°C 00:30

Se aplican 20 ciclos de las etapas 2 a 4. Los productos de PCR se someteran entonces a purificacion de DNA
Agencourt Ampure (disponible comercialmente de Beckman Coulter Genomics, Danvers, MA) 2 veces, siguiendo el
protocolo del fabricante (véanse, por ejemplo, los protocolos del sistema Agencourt AMPure XP de Beckman Coulter
Genomics).

Una vez que se prepara la biblioteca de PCR/genética, todas las etapas posteriores seguiran protocolos de
fabricacion 454 para emPCR vy reacciones de secuenciacion. Véanse las publicaciones de 454 Life Sciences Corp.,
A Roche Company, Branford, CT 06405 titulada, "Sequencing Method Manual, GS Junior Titanium Series" (May
2010 (rev. Junio de 2010)) y "emPCR Amplification Method Manual - Lib-L, GS junior Titanium Series (mayo de 2010
(rev. junio 2010)).

Se pueden combinar multiples muestras en esta fase en una unica ronda de secuenciacion. Se distinguiran por un
cédigo de barras unico (o MID de la plataforma 454). Por ejemplo, en el cebador de PCR se incorpora un cédigo de
barras.

En algunas realizaciones, se sigue el emPCR Amplification Method Manual - Lib-L, GS junior Titanium Series (mayo
de 2010 (rev. junio de 2010); 454 Life Sciences Corp.). En algunas realizaciones, se sigue después el Sequencing
Method Manual, GS Junior Titanium Series (mayo 2010 (rev. Junio 2010); 454 Life Sciences Corp.).

Los datos de secuenciacion pueden producirse como archivos FASTA (o cualquier formato de archivo convencional)
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y almacenarse en una base de datos de material genético. Estos datos de secuencia se utilizaran para generar la
base de datos de espectros de masas pronosticados para analizar los espectros de masas de péptidos observados
generados a partir de las inmunoglobulinas de suero y/o plasma del mismo animal. Para realizar esto se pueden
utilizar los programas convencionales. En este ejemplo, los espectros de masas pronosticados fueron generados por
el paquete de soporte légico Sequest.

Ejemplo 4
Identificaciéon de cadenas de anticuerpos individuales de una poblacion policlonal

Los métodos descritos en la presente memoria se utilizaron a continuacién para identificar la secuencia de
anticuerpos individuales de varias poblaciones policlonales diferentes. Los métodos de este ejemplo se muestran
esquematicamente en las Figuras 2 y 4.

Utilizando los métodos descritos anteriormente en el Ejemplo 2, tres poblaciones policlonales diferentes de
anticuerpos que se unen especificamente a tres antigenos diferentes se convirtieron en tres bibliotecas diferentes.
La secuenciacién profunda utilizando los métodos de secuenciacion 454 descritos anteriormente se realizé utilizando
cebadores especificos para secuencias codificantes de cadenas de inmunoglobulina de conejo para obtener tres
bases de datos de material genético diferentes.

De forma correspondiente, las bases de datos de material genético se utilizaron para generar tres bases de datos de
proteinas diferentes utilizando los métodos descritos en el Ejemplo 3 anterior.

Los resultados para el primer antigeno se muestran en las Tablas 5 (cadena ligera) y 6 (cadena pesada); el segundo
antigeno se muestra en las Tablas 7 (cadena ligera) y 8 (cadena pesada) y el tercer antigeno se muestra en las
Tablas 9 (cadena ligera) y 10 (cadena pesada).

Tabla 5

IRecuentoé Cobertura Péptidos

'cDR3  {CDR3 “ Unicos ‘i Péptido CDR3
% (SEQ 1D NO: 61) 16 EH]U ,‘Q( EFSCRDFIDCTVE (SEQ 11D NO: 62)
P o No sy | 15 100 2 | YCAGGYKSSGDTVSF (SEQ 1D NO: 6

iGY GSA 1o "AGGYKS TTDGSAF (SEQ 1D NO: 66)

QGGRRSVD A TCADAATYYCQQGRRSVD GGG
Ho(SEQIDNO:e7)| Ty Tt (SEQIDNO:68)
?§QGL2:?%DI(B\:\'(£$; 2 0 17 i YCQGERNCDGVGCTTF (SEQ 1D NO: 70)
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Tabla 6

{CDR3

iRecuento ; Cobertura Peptldos Peptldos
CDR3

;CDR3

Unicos : Péptido CDR3

: : Totales

GVRDWGDALDL |~

GVRDWGDALDLWGQGTLVTVSSGQPK |

L SIQINO:TH 5 100 42 e QIDNO: 72)'
LYNSVVGDDI “LYNSVVGDDIWGPGILV IVSLGOPK v
LSIQIDNG:73) ¢ 10 (100 38 ... (SEQ IDNO: 74
YNSVVGDDM i | TYNSVVGDDMWGRGTT VTVST GOPK
o (SEQIDNO:7S) | 4 (100 37 G . i, DEQ D NO: 76)
IMPGSTSGNSNI 3 i FSGNSNTWGPGTLV VST GOPK
i (SEQIDNO:ITE 2 100 34 i oy, (SEQIDNO: 78)
;_LYNSI NGDI I YNSLVGBDIWGPGTLVTVSLGQPK
H (SEQIDNO:79)1 2 100 30 {SEQ ID NO: 80)
RGDPGHPNGEIFTM i KGDPGHPNGLFFTMWGPGTLVTVSFGOPK |
: (SEQIDNO: 81} 3 100 122 L1y {\IQIDM) 87}
GGGSISGSAIYDMDE H _gEGcmusc-wwmm WGIGTLYTVSSGQPK
; (SEQIDNC:83): 2 100 20 N4 i (SEQ ID NO: 84)
GTSRGSDYRIDL i GTSRGSDYRIDLWGQGTL.VIVSSGQPK
(SEQIDNC:85)i 2 100 15 1l i {SEQ ID NO: 86)
{GMPASTSGNSNI i (GMPASTSGNSNIWGPGTLVIVSLGQPK
E (STQIDNO:8TY L 2 1100 14 4 (SEQ IDNO: 881
DAIANT i DAIANIWGPGTLVTVSLGQPK
(SEQIDNO: 89| 2 100 110 3 {SEQ IDNO: 90)
:_)K\«\MVF(]J)LRL i DKWMVFGDLRLWGPGTLVTVSSGQPK
i SEQIDNO:O | 2 100 9 2 i (SFQ ID NO: 92)
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( DR3

Tabla?

: Cobertura
CDR3

Péptidos
Totales

Peptldos
Unlcos

' Péptido CDR3

QQCM MYSHVANY

2; (SFQIDNO: 93);

66.67

2

TYSDVANVRGGGTEVVVK

(SIQ ID NO: 94

{QQCYSSYNVDNA |

; (SEQ 1D Oy 93)-5

141.67

25

N:N\’DN!&F{‘(JGIEVVN’K

(STEQI2 N ¢

QQGYSSSNVDNA

(SEQ IDNO: 97y

4167

41

 NVDNAFGGGTEVVVK

(SHQ I NO: 98)%

LGTYDCRSADCNA |
_ (SEQIDNO:99):

4615 13

! SADCNAFGGGTEVVVE
18

(STQ LD NO: 100)

 QUGYYSNVDNA
L (SEQ IDINC

 QOGISSRNVDNA
e ADEQID INO:

e SSEQID RO 10

Tt

o1

., 103,
| QQGYSSVNVDNA |

: QQGYTYNNWNA :

fas.as

4167

18

" NVDNAFGGGTEVVVK

(SIQ ID NO: 102)

41,67

L 18

NVDNAFGGGTEVVVE

(3IQ IDNO: I

 NVDNAFGGGTEVVVK |

(81:Q ID NO: 106):

NVDNAFGGGTEVVVK

(S1:Q I NO;

‘LGT‘I DCRSGDONV |
(SFQ D NO: 100):

L SGDCNVFGGGTEVVVK

(STQ IDNO; 110}3

: QQC'Y TSNVDNA

(SEQ IDNO: | 11)

INVDNARGGGTEVVVK

(SEQ IDNO: 112):;

FQQGSTYSDVANY

QUGQTPENVDNA
L (SEQ ID NO: 113);

(SEQ ID NO: 115))

41.67

66.67

 NVDNAFGGOTEVYVEK

(SLQ 1D NO; 114):

:TYS])VM\V] GGGTEVVVK

(SLEQIDNO: 1 16).§

| QQGATYSDVANY

(SEQ ID NO: 117)5

66.67

{ TYSDVANVEGGGTEVVVK |

(SEQ 1D NO; 118)§

CQQGY ['lY‘sI)Vr’i"IV
_(SE Q IDNG: L]

: QQGYTRS‘\]VDNA

A(J YKSYGNADID

(QFQ IDNO: l"l)%

(SEQ IDNO: 123)) -

L TYSDVANVEGGGTEVVVK

2IDNO: 120 3

" NVDNAFGGGTEVVVK |

(STQ IDNO; 122 3

" SYGNADIDFGGGIEVVVK

(SEQ IDNO: [24)

; QUGY TSSNVIINA

(SEQ IDNO: 125);

~ INVDNAFGGGTEVVVK

(SEQ D NO; 126)

LVSYDCSSADCNA
(SEQ IDNO: 127)¢

[ o)

SADCNAFGGGTEVYVK

112 NO: l‘*S)f

: QQAYI SSNVDNA

.. SEQ ID NO: 129y

I NVDNAFGGGTEVVVE

(SLEQIDNO: 1.
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Iablag
R Cobertura |Péptidos | Péptidos
CDR3 CDR3 CDR3 Totales Unicos Péptido CDR3
NGOG DGGLWGPGTLYTVSSGQPK
(SEQIDND: 131 2 |10 11 > (SER TN 132)
BPYDTNTSILDAL BEYDTNTSLDAILWGDPGILVTVSSGQIK
(SEQIDND: 133 2 100 10 - (SEQIDNO: 13D
EGEDDDSED] . LGSDDLDSEDLWGPGT VTV SSGHOPK
{(SEQIDND: 135 4 oo 10 5 (S0 113 NO: 136)
(7130 GG WHQGTLYTVASGQPPK
{SELFIPNOD: 13 20 [100 1 k) ISEQIDNO: 138)
CTHWSAGATLYGY ST GHWSAGATLYGYTSLWGPGTTLVTVSNGOPK
{(SEQIDNO: 139 2 [1od 11 5 ISEQ D NO: 1))
Tabla 9
|
Recuento|Cobertura |Péptidos Péptidos
CDR3 CDR3 /CDR3 Totales Unicos Péptido CDR3
LANYDICSSGIROSY CLANYDCSSGDOSYDE
{SEQ INDNO: 141) | 100 28 18 (SO T NOY: 142)
QGNIDCSSADCSA COGNFDCSSADCSAF
(SEQ IDNQO: 143) 2 100 37 21 (S0 11D NO: 144
QOGNIDCISADCSA CQGNFDCTSADCSAL
(SFQ IDNO: [45) 2 100 37 2] (STQ T3 NO: 1440)
Tabla 10
Recuento| Cobertura |Péptidos |Péptidos
'DR3 ICORS  |CDR3 [Totales  |Unicos Péptido CDR3
G TDITGENIT. DGTDHGINIDLWGPGTLVTVSSGOQPPK
(SEQIDNO:45) & |IDD 138 22 (SEQ ID NO: 147
TSTTVITOQMTSLTAADTATYFCASGNY
GNY 2 100 136 21 WOHPOTT.VTVSSGOPK (ST 1D NOk: 148)
GVSTNY CGVSTNVWOGPGTLV I VSSGQPK
(SEQIDNO: A 6 |00 29 19 (SEQ D NO: 1497
VKL 'CTRGVKYE
(SEQIDNO: 20y 4 100 30 18 (SEQ ID NO: 150
DGSDIGENIDL PDGSDHGENIDLWGPGTLVTVSSGOI'K
(SEFQIDNO:52) 6 [I0D 29 16 (SEQIDNO: 151
NAAIL NAAILWGPGTLVIVSSGQPK
(SEQ IDNO: 152 10 10D 134 16 (SEQ ID NO: 153)
SRSTSYYINI SRSTSYYINLWOGPGTLVTVSSGOPK
(SEQ U NO: 154 12 J100 33 15 (5E0Q 11D NO: 1553
)GODAGYGSPDAFGP CGODRDAGYGSIDAFGPWGPG TLVTYVSSGQPK
(SEQIDN(:56) 6 10D 30 14 (SEQ 112 NO: 1563
VSTV GVSTNVWGPGTLV TVSSGQPK
(SEQINDND: 157y 2 100 25 14 (SEQ D NO: 158)
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NYGSSSYYNLNL NVGSSSY YNLNLWGPGTLVTVSSGQUK
(SFOIDNO:5H 6 Jion 2% 14 (SEQ I NO: 159)
GVSTSV GVSTNVWGPGTLVTVSSGOPK
(SEQIDNO: 1603 2 1o e 13 {(SEQ I NO: 161)
GGY AGAGYFDAINP GGY AGAGYFDAINPWGPGTLV TVSSGQPK
(SEQmMNoien 2 oo 21 12 (SEQ ID NO: 163)
INYNL INYNLWGPGTLY TVSSGQPK
(SEQIDNO: 164 6 |10 26 12 (SFQ ID NO: 165)
RDGESTDIRYFNL DGFS TDRYFNLWGRGTLVTVSSGOIK
(SEQIDNO: 166) 7 PL6T 25 12 (SFQ I NO: 167)
13REGLGSGDY TPINL GSGDY | PENLWGPGTLVTVSSGQPK
(SEQIDNO: JGR) § 7143 26 12 (SEQ I NO: 169)
DAAIL NAAILWGPGTLYTVSSGOPK
(SEQIDNO: 1709 8 |ioo 27 11 {SEQ ID NO: 171
GEPYVDSTYYNL GPY VIS TYYNLWGPGTLVTVSSGQPK
SEQINO: 1729 6 |ioo 23 1 (SEQ ID NO: 17%)
GSGLDYTPENL GSGDY IPENLWGPGTLVTVSSGQEK
(SEQIDNO: 174 6 |00 23 1 {SEQ I NO: 175
¥ YIXGADY 1T YNL Y YDGADY HEYNLWGPGILV I VESGOPK
(SEQIDNO: 176) 6 |100 21 1 (SEQ ID NO: 177
LEFGNNGWINIDL EFGNNGWNIDLWGPGTLVTVSSGOPK
(SEQINO: 178 6 1o b1 10 (SEQ 1D NCx: 179)
VEY GNDWGNL VEYGNDWGNLWGPGTLYTVSSGOPK
(SEQ IDNO: 1509 6 100 20 10 {(SEQ ID NO: 1815
Y FDGADYH TYNL YEDGADY HTYNLWGEGLVTVSSGOPK
(SEQIDNO: 131 6 |1oo 20 10 (SEQ I NO: 183)
RESGGGYGY DL FSGGGYGYDLWGPG LY I VSSGOPK
(SEQIDNO:- 184 5§ pnol 3 10 (SFQ D NO: 185)
5RIIL DRDLWGPGTLYTVSSGQPK
(SEQIDNO: 186) 6 100 1y ) (SEQ B NOX 187)
iDL YGLDLWGPGTLVTVSSGOPK
SEQIDNO: 155 5 oo 19 ) (SEQ IR NCx: 189)
Y IVDSVSAYDL YDVDSVSAYDLWGPGTLV 1 VSSGOPK
(SEQINNO: 100 6 |ioo e i (SEQ I NO: 1013
VG YDYSGDL EVVGY DY SGDLWGPGTLY 1 VSSGUPK
(SFQIDNO: 192 6 [ioo I8 2 (SEQ 1D NO: 193)
DEYDDPFTY DPYDDETYR
SEQIDNO: 194 2 oo L0 § (SEQ IR NCX 195)
GGLVEKDPGASLIT.
GL 1 oo 3 3 (SEQ ID NO: 196

Las tablas 5-10 muestran los péptidos identificados con alta confianza (>99% de certeza) mediante espectrometria
de masas (péptido CDR3) que corresponden a secuencias (especificamente la region CDR3) generadas por
secuenciacion profunda del repertorio de anticuerpos del animal. El recuento 5 de CDR3 muestra el nimero de
veces que se identificd un péptido a partir de la mezcla de anticuerpos policlonales que coincidia con la region
CDR3. La cobertura de CDR3 indico el porcentaje de esos aminoacidos en la region CDR3 (mostrada en la columna
CDR3) que aparecen en los péptidos identificados por espectrometria de masas con respecto a los aminoacidos
totales de la region CDR3. Los péptidos totales representan el nimero total de péptidos por secuencia identificada
por espectrometria de masas correspondiente a la secuencia de la regiéon variable completa determinada por
secuenciacion profunda.

Los péptidos Unicos representan el nUmero de péptidos Unicos por secuencia identificada mediante espectrometria
de masas correspondiente a la secuencia de la region variable completa determinada por secuenciacion profunda.

Ejemplo 5

En otro ejemplo, se pueden utilizar los siguientes protocolos para generar las secuencias de acido nucleico y los
anticuerpos policlonales. Los resultados muestran el éxito en la generacion de un anticuerpo especifico de antigeno
utilizando estos métodos.

En estos protocolos, los ratones se inmunizaron con un antigeno P-ERK inmunogénico. La base de datos de
material genético y la base de datos de péptidos se pueden generar utilizando los siguientes métodos.

|. Base de datos de material genético:
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Aislamiento celular

Los bazos de ratones inmunizados se enjuagaron 5 veces con 5 ml de RPMI/FCS al 10% utilizando una jeringa y
una aguja 21G. Las células se congelaron en FCS al 90%/DMSO al 10%. Se aisl6 un total de 50 - 100 x 10A6
células de cada bazo.

Aislamiento de ARN vy sintesis de ADNc.

Se aisld el ARN total de esplenocitos de acuerdo con el protocolo del fabricante utilizando QlAshredder (Qiagen
Num. Cat. 79654) y RNeasy mini kit (Qiagen, Hilden, Alemania, Num. Cat. 74104). EI ARN se trat6 con ADNasa en
columna segun un protocolo de secuenciacion de nueva generacion convencional. La concentracion de ARN total se
midié utilizando un espectrofotometro ND-1000 (NanoDrop, disponible comercialmente de Thermo Scientific,
Wilmington, DE).

El ARN aislado se utilizé para la sintesis de ADNc de primera hebra mediante transcripcion inversa utilizando el
sistema Thermoscript RT-PCR (Invitrogen (parte de Life Technologies), Carlsbad, CA Num. Cat. | 1146-024). El
ADNC se sintetizé utilizando 1,5 ug de ARN y cebador oligo dT de acuerdo con el protocolo del fabricante.

Amplificacion de VH y VL.

Se utilizé una reaccion de PCR en dos etapas para amplificar los genes de VH y VL. Se utilizd6 una mezcla de
cebadores efectores y antisentido degenerados para la primera ronda de PCR y se utilizé un conjunto de cebadores
universales para la segunda ronda de PCR. Debido a la gran cantidad de 10 iniciadores efectores degenerados, la
PCR de cadena pesada se divide en 8 reacciones separadas. Las secuencias de los cebadores utilizados se
muestran a continuacion.

Cebadores de primera ronda, la cola universal esta subrayada
Cebadores efectores de cadena pesada:
Vu1.1:
ACGAGCTACGCACGAACTGCAGGTRTCCACTCC (SEQ ID NO: 197)

ACGAGCTACGCACGAATAGCAGGTGTCCACTCC (SEQ ID NO: 198)

ACGAGCTACGCACGARGTACAGGTGTCCACTCC (SEQ ID NO: 199)

ACGAGCTACGCACGAGCYACAGMTGTCCACTCC (SEQ ID NO: 200)

ACGAGCTACGCACGAACTGCAGGTGTCCWMTCC (SEQ ID NO: 201)

VH1 .2:
ACGAGCTACGCACGARCTRCAGGTGTKCACTCC (SEQ ID NO: 202)

ACGAGCTACGCACGAGCTAWMGGTGTCCACTCC (SEQ ID NO: 203)

ACGAGCTACGCACGACCTCAGGTGTCCACTCC (SEQ ID NO: 204)

ACGAGCTACGCACGAGCTACAGGTGCTCACTCC (SEQ ID NO: 205)
ACGAGCTACGCACGAACTGCAGGTGTCCTCTCT (SEQ ID NO: 206)

VH1 3:
ACGAGCTACGCACGAAYTGCAGGTGTCCAYTGC (SEQ ID NO: 207)

ACGAGCTACGCACGAGCTAMMGGTGTCCACTTC (SEQ ID NO: 208)

ACGAGCTACGCACGACTCCTGTCAKTAACTKCAGGT (SEQ ID NO: 209)

ACGAGCTACGCACGAAACTGCAGGTGTCTCTCT (SEQ ID NO: 210)

ACGAGCTACGCACGARCTRCAGGYGTCCACTCT (SED ID NO: 211)

VH21
ACGAGCTACGCACGACCAAGCTGTATCCTTTCC (SEQ ID NO: 212)

ACGAGCTACGCACGACCAAGCTGTGTCCTRTCC (SEQ ID NO: 213)
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VH3:
ACGAGCTACGCACGATGTTGACAGYCVTTCCKGGT (SEQ ID NO: 214)

ACGAGCTACGCACGATGTTCACAGCCTTTCCTGGT (SEQ ID NO: 215)

VH4Z
ACGAGCTACGCACGATTTAAAAGGGGTCCAGTGT (SEQ ID NO: 216)

VH5Z
ACGAGCTACGCACGATAYTTTAAAARGTGTCMAGTGT (SEQ ID NO: 217)

ACGAGCTACGCACGAGTTTTAAAAGGTGTCCTGTG (SEQ ID NO: 218)

VH6-8:
ACGAGCTACGCACGACTYTTAAAAGGKGTCCAGWG (SEQ ID NO: 219)

ACGAGCTACGCACGACYTTTAMATGGTATCCAGTGT (SEQ ID NO: 220)

ACGAGCTACGCACGACTTTTACATGGTTTCAAGTGT (SEQ ID NO: 221)

ACGAGCTACGCACGAYTGTCCCTGCATATGTCYT (SEQ ID NO: 222)

VH9-15:
ACGAGCTACGCACGAATGGCAGCWGCYCCAAG (SEQ ID NO: 223)

ACGAGCTACGCACGATTTATCAAGGTGTGCATTGT (SEQ ID NO: 224)

ACGAGCTACGCACGACTTTTAAAAGWTGTCCAGKGT (SEQ ID NO: 225)

ACGAGCTACGCACGAGTGACAGTCCTTTCCTGGTAG (SEQ ID NO: 226)

ACGAGCTACGCACGACTTCCTGATGGCAGTGGTT (SEQ ID NO: 227)
ACGAGCTACGCACGAAGCTACAGGTATCCAATCC (SEQ ID NO: 228)

Cebadores antisentido de cadena pesada:
IgG1:
CACTGGTGTGAGTCAATGCAGAGATGGGGGTGTCG (SEQ ID NO: 229)

IgG2a:
CACTGGTGTGAGTCAAGACCGATGGGGCTGTTGTT (SEQ ID NO: 230)

IgG2b:
CACTGGTGTGAGTCAACAGACTGATGGGGGTGTTGTT (SEQ ID NO: 231)

IgG3:
CACTGGTGTGAGTCAAGACAGATGGGGCTGTTGTT (SEQ ID NO: 232)

Cebador efector de cadena Kappa:

ACGAGCTACGCACGAGACATYWWGATGACCCAGTCTCC (SEQ ID NO: 233)

Cebador antisentido de cadena Kappa:

CACTGGTGTGAGTCACAGTTGGTGCAGCATCAGCCCG (SEQ ID NO: 234)

Cebadores de segunda ronda, la cola universal esta subrayada
Cebador efector de cadena ligera o pesada:

CCTATCCCCTGTGTGCCTTGGCAGTCACGAGCTACGCACGA (SEQ ID NO: 235)

Cebadores antisentido de cadena pesada:
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MID97:
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGctagtcactc CACTGGTGTGAGTCA (SEQ ID NO: 236)

MID81:
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGAGAGCGTCACCACTGGTGTGAGTCA (SEQ ID NO: 237)

MID24:
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTAGAGACGAGCACTGGTGTGAGTCA (SEQ ID NO: 238)

Cebadores antisentido de cadena ligera:
MID34:
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGcacgctacgt CACTGGTGTGAGTCA (SEQ ID NO: 239)

MID66:
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTCACGCGAGACACTGGTGTGAGTCA (SEQ ID NO: 240)

MID57:
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGCGCGTATACACACTGGTGTGAGTCA (SEQ ID NO: 241)

En las secuencias anteriores, las secuencias subrayadas y en cursiva son para amplificacion PCR 20 de 2 etapas,
las secuencias subrayadas son para la secuenciacion 454, las secuencias en negrita son la clave 454, las
minUsculas son cédigo de barras para multiplexacién y las secuencias en mayusculas de fuente regular son
secuencias especificas de raton.

Las reacciones de PCR se establecieron utilizando los cebadores anteriores como se describe en la Tabla 11.

Tabla 11 (Configuracion de PCR de cadena pesada de primera ronda)

Muestra | Cebadores efectores | Cebadores antisentido

1 Vh1.1 IgG1, 1IgG2a, 1gG2b, IgG3
2 Vh1.2 IgG1, 1IgG2a, 1gG2b, IgG3
3 VH1.3 IgG1, 1IgG2a, 1gG2b, IgG3
4 Vu2 IgG1, 1IgG2a, 1gG2b, IgG3
5 Vi3 IgG1, 1IgG2a, 1gG2b, IgG3
6 Vud IgG1, 1IgG2a, 1gG2b, IgG3
7 V4 Y Vi6-8 IgG1, 1IgG2a, 1gG2b, IgG3
8 VH{9-15 IgG1, 1IgG2a, 1gG2b, IgG3

Para la primera ronda, una reaccion de PCR de 50 jiL para la cadena pesada contenia 0,2 (iM de cada cebador
efector (5 cebadores efectores por reaccion) y 0,2 jiM de cada cebador antisentido (4 cebadores antisentido por
reaccion), 10 jiL de 5x Tampon de reaccion Phusion HF (Finnzymes (parte de Thermos Scientific), Num. Cat. F-518),
1 pyL de ADNc, dNTP 0,2 uM (NEB, Num. Cat. N0447), 1 (uL de ADN polimerasa Phusion Hot Start Il (Finnzymes,
Num. Cat. F-549L) y 28 pL de agua de grado RT-PCR (Ambion (una compaiiia de Life Technologies), Austin, TX,
Num. Cat. AM9935). Para la primera ronda, una reaccion de 50 ul de PPL para la cadena ligera contenia 0,2 uM del
cebador efector y 0,2 uM del cebador antisentido, 10 yL de tampén de reaccion Phusion HF 5x (Finnzymes, Num.
Cat. F-518), 1 (uL de ADNc, dNTP 0,2 uyM (NEB, Num. Cat. N0447), 1 uL de ADN polimerasa Phusion Hot Start Il
(Finnzymes, Num. Cat. F-549L) y 35 uL de agua de grado RT-PCR (Ambion, Num. Cat. AM9935). El programa de
termociclacion de PCR fue el siguiente: 98°C durante 2 min; 15 ciclos (98°C durante 0,5 min, 55°C durante 0,5 min,
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72°C durante 1 min); 72°C durante 5 min; almacenamiento 4°C. Los productos de PCR se purificaron de acuerdo
con el protocolo del fabricante utilizando DNA clean y el kit Concentrator-5 (Zymo Research Co., Irvine, CA, Num.
Cat. DR014).

Para la segunda ronda, una reacciéon de PCR de 50 pL para la cadena pesada contenia 0,2 yM de cebador efector
universal y antisentido 10 (uL de tampdn de reaccion 5x Phusion HF (Finnzymes, Num. Cat. F-518), 10 uL del
producto de PCR de primera ronda purificado, dNTP 0,2 uM (NEB, Num. de cat. N0447), 1 yl de ADN polimerasa
Phusion Hot Start Il (Finnzymes, cat. Nim. F-549L) y 19 ul de agua de grado RT-PCR (Ambion, cat. Num. AM9935).
el programa de termociclacion fue: 98°C durante 2 minutos, 10 ciclos (98°C durante 0,5 min, 55°C durante 0,5 min,
72°C durante 1 min), 72°C durante 5 min, almacenamiento a 4°C. segunda ronda, una reaccioén de PCR de 50 pL
para la cadena ligera contenia 0,2 yM de cebador universal efector y universal antisentido, 10 pL de tampo6n de
reaccion 5x Phusion HF (Finnzymes, Num. Cat. F-518), 10 pL del primer producto de PCR purificado, dNTP 0,2 uM
(NEB, Num. Cat. N0447), 1 uL de ADN polimerasa Phusion Hot Start Il (Finnzymes, Nim. Cat. F-549L) y 19 uL de
agua de grado RT-PCR (Ambion, Num. Cat. AM9935). El programa de termociclacion de PCR fue: 98°C durante 2
minutos, 8 ciclos (98°C) durante 0,5 min, 55°C durante 0,5 min, 72°C durante 1 min); 72°C durante 5 min; 4°C de
almacenamiento. Los productos de PCR se purificaron de acuerdo con el protocolo del fabricante utilizando AMPure
XP (Agencourt; Beckman Coulter Genomics, Brea, CA, Num. cat. A63881) y se analizaron utilizando Agilent 2100
BioAnalyzer.

Las secuencias de los productos de PCR se traducen después a secuencias de aminoacidos pronosticadas que a
continuacion se digieren tedricamente (p.gj., con una proteasa y/o un reactivo de escisién quimica de proteina) para
producir fragmentos peptidicos virtuales. Estos fragmentos peptidicos virtuales se utilizan a continuacién para
generar espectros de masas pronosticados.

Il. Generacion de espectros de masas reales a partir de fragmentos de péptidos de anticuerpos policlonales:

Los anticuerpos policlonales se purifican a partir de los sueros y/o plasma de un animal (p.gj., a partir de los sueros
y/o plasma del animal del que se obtienen las secuencias de acido nucleico). Para purificar los anticuerpos, se
utilizan los siguientes métodos:

Purificacién con proteina-G:

Se afiadio 1 ml de esferas magnéticas de proteina G (Millipore (Billerica, MA), Num. Cat. LSKMAGG10) a cada uno
de cuatro tubos cénicos de 15 ml (Falcon (BD Biosciences, Franklin Lake, NJ), Nim. Cat. 352097). Las esferas en
cada tubo se lavaron dos veces con 10 ml de solucién salina tamponada con fosfato pH 7,4, Tween-20 al 0,05%
(PBST) vy tres veces con 10 ml de PBS. Sueros de tres ratones (ID 1262-2, 1262-4, 1263-4) se agruparon y se
diluyeron diez veces hasta un volumen final de 6 ml en PBS. A continuacion, se afiadieron 1,5 ml del suero diluido,
combinado a cada tubo de esferas y se incubaron durante la noche a 40°C. El flujo se recogi6 y se sometio al
procedimiento de purificacion otras dos veces. Después de recoger el flujo, cada tubo se lavo dos veces con 10 ml
de PBST vy tres veces con 10 ml de PBS.

A continuacién, cada tubo se incubd a 4°C durante 30 minutos con 0,5 ml de glicina 0,1 M de pH 2,7 para eluir la
IgG. La elucion se repitié cinco veces. Todos los eluatos se neutralizaron con Tris 1M de pH 8,5, se sometieron a
dialisis durante la noche frente a PBS y se midi6 la concentracién de proteina con un espectrofotémetro ND-1000
(Nanodrop). En total, se purificaron 2,5 mg de IgG.

Preparacion de la columna de antigeno

Se lavaron tres veces 5,0 mL de esferas magnéticas de estreptavidina (SA) (Pierce, Num. Cat. 88817) de nueva
aportacion con 10 ml de PBS, y se incubaron durante la noche a 40°C con 105 ul de una provision de partida de 20
mg/ml de péptido p-ERK-biotina (una forma biotinilada de Num. de catalogo 1150 disponible comercialmente de Cell
Signaling Technology, Inc., Danvers, MA) diluido en 5,0 ml de PBS. El flujo continuo se descarté y las esferas se
lavaron tres veces con 10 ml de PBS y se dividieron en alicuotas en 10 tubos de 1,7 ml de baja unién (Axygen
(Union City, CA), Num. Cat. MCT-175-L-C). Las esferas en alicuotas se colocaron en una gradilla magnética
(Invitrogen, DynaMag) y se eliminé el PBS antes de agregar los sueros diluidos.

Purificacion especifica del antigeno:

La IgG purificada con proteina G anterior se afiadié a las esferas magnéticas de SA acopladas con el péptido P-Erk
con biotina. Después de una noche de incubacién a 40°C, se recogio6 el flujo y las esferas se lavaron con tampones
que contenian PBS.

A continuacion la IgG se eluy6 con 5 fracciones de 1,5 ml de glicina 0,1 M pH 3,5, a continuacion 5 fracciones de 1,5
ml de glicina 0,1 M de pH 2,7, a continuacién 5 fracciones de 1,5 ml de glicina 0,1 M de pH 1,8 y se neutraliz6 con
Tris 1 M de pH 8,5. Los eluatos se sometieron a ensayo para determinar P-ERK (es decir, ERK quinasa fosforilada,
el antigeno utilizado para inmunizar a los ratones) con placas de 96 pocillos recubiertas con p-ERK-péptido BSA. Las
fracciones con actividad se cuantificaron mediante ELISA (Thermo, Num. Cat. 23300) y se analizaron para
determinar la reactividad de p-ERK mediante transferencia Western utilizando productos lisados de células T Jurkat
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(p-€j., disponibles comercialmente de American Type Culture Collection o ATCC, Manassas, VA) tratadas con U0126
20 uM durante 1 hora o 200 nM de acido tetramecanoil-forbol-miristico (TPA) durante 15 minutos. Las fracciones con
la reactividad p-ERK mas limpia se analizaron mediante espectrometria de masas.

Analisis de espectrometria de masas

Las fracciones que contenian anticuerpos se digirieron con al menos una proteasa (p.g;j., tripsina) y/o al menos una
reaccion de escision quimica de proteina, y los péptidos resultantes se sometieron a analisis utilizando
espectrometria de masas. Los métodos de analisis de espectrometria de masas utilizados para analizar los péptidos
son convencional y se han descrito anteriormente en detalle (véase, por ejemplo, Patente de Estados Unidos Num.
7.300.753; Geiger et al., Nature Methods 7: 383-385, 2010; Elias y Gygi, Nature Methods 4: 207-214, 2007;
Keshishian et al., Molecular and Cellular Proteomics 6: 2212-2229, 2007).

Como se describié anteriormente (véase, por ejemplo, el Ejemplo 3), los espectros de masas se analizaron utilizando
como referencia la informacion en la base de datos de material genético. Para hacer esto, se recogen los espectros
MS2 y a continuacion se correlacionan uno por uno con los espectros pronosticados MS2 de las secuencias de
referencia (es decir, de la base de datos de material genético) utilizando un programa computacional convencional
que encuentra una coincidencia para cada espectro MS2, incluso cuando no es un espectro de buena calidad o una
buena coincidencia. Tales programas estan disponibles comercialmente. Por ejemplo, el soporte légico Sequest se
puede obtener como parte del paquete de soporte légico Sorcerer de Sage-N Research, Inc. (Milpitas, CA). Los
espectros que se identifican como espectros de buena calidad o buenas coincidencias con la base de datos de
material genético se mapean para las secuencias de referencia de la base de datos de material genético. Si un
péptido MS2 se puede mapear para mas de un componente distinto de la base de datos genética, no esta claro qué
componente estaba presente en la fraccion de anticuerpo policlonal de unién a antigeno ya que podria ser uno o
mas de los componentes identificados. Por lo tanto, el procedimiento se repite y, con la repeticion, se puede
recopilar evidencia para mostrar que algunos componentes se correlacionan mejor con los espectros de EM
recolectados que con otros. En otras palabras, gran parte de sus secuencias de regioén variable se observan como
espectros MS2 después del enriquecimiento mediante la unién al antigeno. Se supone que estos elementos
codifican anticuerpos de unién a antigeno verdaderos, y asi sus secuencias se construyen (p.ej., en un generador de
oligonucledtidos sintéticos), se clonan en un plasmido de expresion (p.ej., pADNcS.1 de Invitrogen), se expresan en
células y se someten a ensayo para determinar la union al antigeno.

Resultados

Como se muestra en la Fig. 5, la correlacion de la espectrometria de masa real resulta de los fragmentos de péptido
con la informaciéon de espectrometria de masas tedrica de las secuencias de acido nucleico que permitié la
identificacion de las secuencias de fragmentos de cadena pesada y ligera. Se muestran aquellos péptidos que tenian
el mayor grado de confianza en lo que se refiere a la cobertura de espectrometria de masas y correlaciones con las
secuencias de acidos nucleicos. La secuencia de acido nucleico que codifica la cadena completa que comprende los
fragmentos peptidicos reales se sintetizd y se clond en un vector de expresion recombinante. Mediante
emparejamiento aleatorio, las cadenas pesada y ligera se combinaron y se expresaron juntas en una célula para
producir (es decir, crear) anticuerpos recombinantes (véase, por ejemplo, el método de las Patentes de Estados
Unidos Num. 4.816.397; 4.816.567; y Solicitud de Patente de Estados Unidos Num. 20110045534). La Figura 6 es
una tabla que muestra los resultados de un experimento de ELISA utilizando placas recubiertas con pERK. Como se
puede observar, varios emparejamientos de las cadenas identificadas en la Fig. 5 dieron como resultado anticuerpos
que fueron capaces de unirse especificamente a las placas recubiertas con p-ERK (los anticuerpos positivos se
muestran en color amarillo en la Fig. 6, y los péptidos positivos se muestran en color rojo en la Fig. 5).

Sorprendentemente, estos resultados mostraron que ni la frecuencia de aparicion de péptido solo ni la frecuencia del
recuento de CDR3 solo pronosticaron el uso de una cadena de anticuerpo concreta que se unia especificamente al
antigeno. Por ejemplo, la secuencia de acido nucleico de cadena ligera con Num. Ref. G623FKB0O1A3GC7 se
comparo6 con 235 péptidos de LC-MS/MS (es decir, cromatografia liquida, espectrometria de masas en tandem) y la
secuencia de acido nucleico de cadena ligera con Num. Ref. G623FKB01AXJ1C tenia una secuencia que aparecia
1068 veces en una unica ronda de NGS (véase la Fig. 5, tabla inferior). Sin embargo, ninguna de estas, cuando se
combind con una cadena pesada, en realidad fue capaz de formar un anticuerpo que pudiera unirse especificamente
al antigeno pERK. Este resultado es muy sorprendente y mostré que el método de Reddy et al., Nature
Biotechnology 28(9):965-969, 2010, que dependia Unicamente de la frecuencia de la secuencia de acido nucleico del
analisis de NGS, habria pasado por alto la verdadera secuencia de unién al antigeno. Por lo tanto, los métodos
descritos en la presente memoria se pueden utilizar de manera fiable para identificar y aislar un anticuerpo que se
une especificamente a un antigeno elegido.

Ejemplo 6

Se generd un anticuerpo de conejo especifico de antigeno de acuerdo con los métodos descritos en la presente
memoria. Para hacer esto, se siguieron los siguientes protocolos.

Purificacion de ARN de esplenocitos de conejo
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El antigeno p-MET (Cell Signaling Technology, Inc., Danvers, MA, Nium. de Catalogo 1645) se utiliz6 para inmunizar
conejos utilizando métodos convencionales. Se sacrificaron conejos inmunizados que tenian sueros especificos de
antigeno (es decir, sueros que contenian anticuerpos policlonales que se unian especificamente al antigeno
inmunizante) después de una inyeccion de antigeno final (refuerzo). Se recogieron 50 ml de sangre y se recogieron
el bazo u otros 6rganos linfoides. Se utilizaron 10 millones de esplenocitos para la purificacion de ARN. El suero y/o
plasma de la sangre recolectada de 50 ml también se reservé para la purificacion por afinidad de anticuerpos
especificos de antigenos.

El ARN se purifico a partir de esplenocitos utilizando el kit RNeasy de Qiagen (Qiagen Num. Cat. 74104) siguiendo el
protocolo del fabricante. En la columna, se llevo a cabo el tratamiento con ADNasa | para eliminar el ADN gendmico
contaminante mediante la incorporacion de una etapa de digestion de ADNasa |. Después del lavado con tampon
RW1, se aplicé ADNasa | (Qiagen Num. Cat. 79254) diluida en tampo6n RDD a la columna de purificacién de ARN y
se incubd durante 20 minutos a temperatura ambiente. La columna se lavé una vez mas con tampon RW 1, seguido
de dos lavados con tampon RPE, y el ARN se eluy6 con 30 o 50|JI de agua. La concentracion del ARN se determind
mediante la absorbancia medida en un espectrofotometro Nanodrop (Thermo Scientific) a una longitud de onda de
450 nm.

Sintesis de ADNc y generacion de amplicones mediante PCR

El ARN aislado de esplenocitos de conejo se sometié primero a transcripcion inversa utilizando la transcriptasa
inversa Thermo Script de Invitrogen (Invitrogen Num. Cat. 12236-022) como se muestra a continuacion:

ARN tratado con ADNasa: |5 uL
Cebador Oligo dT (50 uM): |1 uL
dNTP (10 mM): 2 uL

dl H20: 4 uL

Incubar a 65°C durante 5 minutos, colocar en hielo durante 2 minutos y a continuacion agregar lo siguiente:

5X Tampodn de ADNc: (4 uL

DTT 0,1 mM: 1uL
RNAse OUT: 1uL
dl H20: 1uL
ThermoScript: 1uL

La mezcla se incub6 a 50°C durante 1 hora, seguido de una etapa de inactivaciéon por calor a 85°C durante 5
minutos. Finalmente, la cadena de ARN complementaria se eliminé del ADNc mediante la adicién de 1 ul de ARNasa
H (Invitrogen (Carlsbad, CA), Num. cat. 18021-071) y se incubé a 37°C durante 20 minutos.

Los amplicones de las regiones variables de la cadena pesada, kappa y lambda para la secuenciacion se generaron
mediante PCR de la siguiente manera.

Cebadores de fusion de cadena pesada:

Inverso

MID11 | CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGHgatacgtctGGGCCAGTGGGAAGACTGATGG (SEQ ID NO:
242)

Directo

48



10

15

20

25

ES 2 666 301 T3

CCTATCCCCTGTGTGCCTTGGCAGTCTCAGatcagacacgATGGAGACTGGGCTGCGCT (SEQ ID NO: 243)

Cebadores de fusion de cadena kappa

Inverso

MID16 | CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGtcacgtactaGAAGAGGAGGACAGWAGGCGC (SEQ ID NO:
244)

Directo

CCTATCCCCTGTGTGCCTTGGCAGTCTCAGATGGACATGAGGGCCCCC (SEQ ID NO: 245)

Primarios de la fusién de la cadena de Lambda

Inverso

MID39 | CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGtacagatcgtCTTGTTGTCCTTGAGTTCCTCAGAGGA (SEQ 1D
NO: 246)

Directo

CCTATCCCCTGTGTGCCTTGGCAGTCTCAGATGGCCTGCACCCCG (SEQ ID NO: 247)

En las secuencias anteriores, las secuencias subrayadas son para la secuenciacion 454, las secuencias en negrita
son la clave 454, las secuencias en minuscula son el cédigo de barras para multiplexaciéon y las secuencias en
mayuscula de fuente regular son secuencias especificas de conejo.

La amplificacién mediante PCR se realizé utilizando la polimerasa Phusion Hot Start || de Finnzyme (Thermo
Scientific Num. Cat. F-540S) donde la mezcla y las condiciones de reaccién se configuraron como se muestra a
continuacion:

Mezcla de reaccion:

ADNCc: 2,5uL
5X Tampodn GC: 5uL
mezcla de dNTP 10 mM: 0,25 uL
Phusion HotStart II: 0,25 uL

Cebadores (Directo + inverso) 30 uM: | 0,25 uL

Agua: 16,75 uL

Programa de PCR:
Etapa 1 98°C - 1,5 minutos
Etapa 2 98°C - 10 segundos
Etapa 3 60°C - 30 segundos
Etapa 4 72°C - 30 segundos
Etapa 5 Repite las etapas 2 a 4, 20 veces
Etapa 6 72°C - 2 minutos
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Etapa 7: mantenimiento

Para asegurar la ausencia de cualquier amplificacion falsa del molde contaminante en cualquiera de los reactivos, se
establecieron reacciones duplicadas para cada mezcla (4 reacciones separadas para la cadena pesada, y una para
cada cadena ligera) donde el molde de ADNc se sustituy6 por agua. Estas reacciones de control negativo sin molde
se ejecutaron al mismo tiempo que las muestras que contenian el molde. Tras completar el programa de PCR, se
analizaron 3 pl de cada reaccion (incluyendo los controles negativos) mediante electroforesis en un gel de agarosa-
TAE al 1,5% para determinar la presencia de los amplicones cuando se afiadié el molde a la reacciéon pero no en
ausencia de ADNc. La Figura 7 muestra los resultados de estos geles de electroforesis.

Purificacion, analisis, cuantificacion y preparacion de amplicones para la secuenciacion 454

Para eliminar el exceso de cebadores y/o reguladores de cebador en las muestras de PCR, los amplicones se
purificaron utilizando esferas magnéticas de Agentcourt Ampure (Beckman Coulter Nim. Cat. A63881) siguiendo el
protocolo del fabricante (000387v001). Los amplicones eluidos después de la purificacion Ampure se analizaron a
continuacion para determinar la pureza y ausencia de cualquier especie de ADN contaminante en el Bioanalizador
Agilent 2100 utilizando el chip de ADN de alta sensibilidad (Agilent Technologies Num. Cat. 5067-4626) siguiendo el
protocolo del fabricante.

Una vez que se verificd la pureza de los amplicones, la concentracion del ADN se cuantificé en un fluorémetro
utilizando el kit de ensayo Quant-iT PicoGreen dsDNA (Invitrogen Num. Cat. P7589) como se describe en el
protocolo del fabricante. EI ADN de Lambda proporcionado en el kit se utilizé como un patrén de concentraciéon con
el que se generd una curva patron de 100 ng/pocillo a 1,56 ng/pocillo. La fluorescencia de cada amplicén diluido 100
veces en tampén TE se midié por duplicado, y la concentracion de ADN se determiné de acuerdo con la porcion
lineal de la curva patron. Todas las medidas de fluorescencia se realizaron en placas de color negro de 96-30
pocillos. Si el valor de la fluorescencia estaba fuera del intervalo lineal de la curva patrén, las muestras se volvieron a
medir con diluciones mas grandes o mas pequefias con el fin de capturar los valores de fluorescencia que caen
dentro del intervalo lineal. utilizando el tamafio aproximado en pares de bases de cada tipo de cadena (pesada-540
pb, kappa-485 pb y lambda-510 pb), se utilizé la siguiente formula para determinar la concentracion:

Concentracion de cada amplicon (moléculas/pl) =
[conc. de la muestra (ng/pl)*6,022x1023]/[656,6x‘|09*longitud del amplicon (pb)]

Cada amplicén se normalizé a 1 X 10 moléculas/ul, a continuacién se mezclé a una razén de cadena pesada:
cadena kappa: cadena lambda a 3:3:1 en volumen, se someti6 a agitacion vorticial y finalmente se diluyé 1:10 para
obtener una concentracion final de la mezcla a 1x10° moléculas/pl.

Amplificacion mediante PCR en emulsion, enriquecimiento de esferas, recuento de esferas y secuenciacion

La PCR en emulsion se realiz6 siguiendo el protocolo publicado 454: "emPCR Amplification Method Manual - Lib-L"
(Edicion: mayo de 2010 (Rev. abril de 2011)) con las siguientes modificaciones:

Seccion 3.1.3 Etapa 2)

Reactivo Volumen (ul)

Agua de grado Mol. Bio. |458

Aditivo 515
Amp Mix 270
Cebador Amp 32
Mezcla enzimatica 70
PPiasa 2
Total 1347
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Una vez que se enriquecieron las esferas de secuenciacion, a partir del Etapa 3.7 del "emPCR Amplification Method
Manual - Lib-L", las esferas se contaron en el Contador de particulas Z2 de Beckman Coulter con las siguientes
configuraciones:

Abertura: <100 pm>
Kd Abertura: <60,04>
Ajuste corte superior: | <30,00pm>
Ajuste corte inferior: | <10,00pm>
Modo de recuento: <entre>
Volumen medido: <0,5ml>

Resolucion: <256>

La concentracion de esferas se calculé como:
Concentracion de esferas = [Lectura media del contador de particulas * 4] esferas/ul

Las esferas enriquecidas de la PCR en emulsion se secuenciaron en 454 Sequencer (Roche) siguiendo el protocolo
de secuenciacion 454 para GS FLX + o GS Junior.

Los fragmentos peptidicos de los anticuerpos policlonales recogidos de los sueros de 5 conejos inmunizados se
generaron como se describid anteriormente para los ratones (véase, por ejemplo, el Ejemplo 6). Brevemente, se
utilizé el siguiente protocolo.

Purificacion por afinidad de péptidos de IgG de conejo

1. Volver a suspender la resina de afinidad de péptidos y llevar 0,4 ml de la suspensién a una nueva columna
10 (Bio-rad, 731-1550, 0,8 x 4 cm), y esto deberia constituir 0,2 ml de resina de purificacion sedimentada.

Si fuera necesario, preparar una columna de control de resina en blanco o una resina de afinidad peptidica no
relacionada de igual volumen. La resina en blanco se prepar6 sin péptido en el procedimiento de conjugacion.

2. Lavar la columna con 10 ml de PBS y dejar que se drene completamente.

3. Cargar la IgG total purificada con Proteina A. Tapar la parte inferior primero y envolver con parafina. Afadir
3-5 ml de IgG total. Tapar la parte superior y envolver con parafina.

4. Girar sobre un rodillo durante 15 minutos a temperatura ambiente.

5. Recoger el flujo. Quitar la tapa primero, a continuaciéon la parte inferior, dejar que la columna drene
completamente.

6. Lavar con 10 ml de PBS, 3 veces (lavar la pared de la columna para asegurarse de que toda la resina se
empaqueta en la parte inferior).

7. Lavar con 10 ml Ix RIP A.

8. Lavar con 10 ml de acetonitrilo al 20% en PBS de pH 7,4.

9. Lavar con 10 ml de etilenglicol al 60% en PBS de pH 7,4.

10. Lavar con 10 ml de NaCl 2,0 M en PBS, pH 7,4.

11. Eluir con 5 ml de glicina 0,1 M, pH 3,5, neutralizar inmediatamente con 70 ul de Tris 1M de pH 8,5.

12. Eluir con 5 ml de glicina 0,1 M pH 2,7, neutralizar inmediatamente con 300 ul de Tris 1M, de pH 8,5.
13. Eluir con 5 ml de glicina 0,1 M pH 1,8, neutralizar inmediatamente con 800 ul de Tris 1M de pH 8,5.

14. Todas o las fracciones de interés se miden para determinar la concentracion de IgG utilizando placas de
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ELISA de IgG de conejo (proporcionadas por el grupo de Analisis molecular/ELISA).

15. La actividad especifica de antigeno puede evaluarse utilizando ELISA y/o transferencia Western. La
actividad especifica también se puede evaluar después de normalizar todas las fracciones a la misma
concentracion.

16. Los materiales de anticuerpos purificados estan listos para ser procesados para LC-MS/MS

Se realiz6 un analisis de cromatografia liquida-espectrometria de masas en tandem (LC-MS/MS) sobre los péptidos
de los anticuerpos purificados (es decir, se digirieron los anticuerpos purificados y se analizaron los péptidos) como
se describié anteriormente. Los espectros de masas resultantes se correlacionaron con los datos tedricos de
espectrometria de masas basados en la informacion de la base de datos de material genético.

Como se muestra en la tabla expuesta en la Figura 8, se identificaron varios péptidos de cadena pesada y ligera
correlacionando la espectrometria de masas real (es decir, observada) de los péptidos con los datos tedricos de
espectrometria de masas de las secuencias de acido nucleico. La frecuencia de aparicion de estos péptidos se
muestra en la calle mas a la derecha de la tabla. Estas cadenas se eligieron en funcién de su cobertura de CDR3 (en
la mayoria de los casos, 100%) y las secuencias de nucledtidos subyacentes se recuperaron de la base de datos de
material genético y se sintetizaron. Seis cadenas pesadas se combinaron aleatoriamente con cinco cadenas ligeras
(mostradas en color rojo en la Fig. 8), y los anticuerpos resultantes se analizaron utilizando ELISA (con placas
recubiertas con antigeno) y analisis de Transferencia Western (contra células Hela sin tratar (calles -) o se trataron
con Factor de crecimiento humano (calles +), cuando se sabe que las células tratadas con HGF expresan el
antigeno p-MET. Los resultados del andlisis de transferencia Western se muestran en la Fig. 9. Un anticuerpo
especifico de p-MET (comercializado por Cell Signaling Technology, Inc., Danvers, MA, Num. de catalogo 3126) se
utilizé6 como control. Los anticuerpos generados de acuerdo con los métodos descritos en la presente memoria que
mostraron alta unién especifica al antigeno en los productos lisados celulares se muestran en rojo en negrita en la
Fig. 8 (es decir, los Num. de referencia de cadena pesada GXRYQP201BIQD2 y GXRYQP201A97DZ y los Nim. de
referencia de cadena ligera GXRYQP201A291T y GXRYQP201BRIWK y GXRYQP201ALDF5). Obsérvese que la
Fig. 9 muestra solo dos de los 6 anticuerpos diferentes que se unen especificamente al antigeno generado en este
ejemplo (es decir, la Fig. 9 muestra solo los dos anticuerpos que utilizan la cadena pesada GXRYQP201BIQD2
acoplada con la cadena ligera GXRYQP201A291T y la cadena ligera GXRYQP201BRIWK.

De nuevo, como se observé con el anticuerpo de ratéon, las cadenas con la frecuencia mas alta no dieron como
resultado la formacion de un anticuerpo especifico de antigeno (comparar cadena pesada 5 GXRYQP201A1C3B,
que tenia una frecuencia de 9,12% pero no se unia especificamente al antigeno con cadena pesada GXRYQP201
BIQD2 que tenia una frecuencia de solo 0,19%, pero se unia especificamente al antigeno).

Ejemplo 7

Este ejemplo describe la generacion de anticuerpos monoclonales de conejos inmunizados con cuatro antigenos
diferentes y de ratones inmunizados con un antigeno diferente adicional (Tabla 12) utilizando el enfoque descrito
anteriormente, demostrando adicionalmente que el presente enfoque es robusto y reproducible en al menos dos
especies de animales de laboratorio.

Alta
Antigeno _ Especie confianza Clones Clones
inmunizada  Cadenas ELISA+ TW+

Pesada+Ligera

TN

Unicos

iinicos
bopas i

v

St Conejo 48 4 1

Tabla 12 Anticuerpos monoclonales funcionalmente relevantes contra miltiples dianas identificadas
por la plataforma NGS/LC-MS/MS sometida a ensayo mediante ELISA y transferencia
Western (TW)

Se inmunizaron conejos blancos New Zealand con péptidos especificos del Receptor de Progesterona A/B (PR A/B)
humano conjugados con hemocianina de lapa californiana (KLH). La actividad del anticuerpo especifico de antigeno
en el suero bruto de cada animal se escrut6é para seleccionar el conejo con las sefiales ELISA y de transferencia
Western mas altas para PR A/B. El suero de este animal se recogié de 20 ml de sangre y el ARN se obtuvo de
células B esplénicas. Se aislaron la inmunoglobulina total e (IgG) del suero utilizando una columna de proteina A-
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sefarosa, y los anticuerpos policlonales especificos de antigeno se purificaron mediante cromatografia de afinidad
utilizando una columna modificada que consistia en péptido especifico de antigeno conjugado con esferas de
sefarosa. Las IgG unidas se lavaron exhaustivamente con PBS y a continuacion se sometieron a eluciones
secuenciales con tampones progresivamente acidos (pH 3,5, pH 2,7 y pH 1,8) (Fig. 10a). Las fracciones de cada
elucioén se recogieron, se neutralizaron, y escrutaron mediante ELISA especifico de antigeno y transferencia Western
de producto lisado de la linea celular T47D que expresaba PR A/B y la linea celular HT1080 negativa para PR A/B
(Fig. 10a). Se descubrié que la actividad especifica de la transferencia Western para PR A/B estaba muy enriquecida
en la fraccion de pH 1,8, en menor medida en la fraccion de pH 2,7, y era indetectable en la fraccion de pH 3,5
cuando la fraccién policlonal coincidia con la concentracion. Por lo tanto, la fraccion pH 1,8 se utilizé para el analisis
LC-MS/MS.

Para generar una base de datos personalizada de secuencias de la region V de Ig por NGS, se aislo el ARN de los
esplenocitos totales recogidos del mismo animal que mostrd actividad especifica fuerte para PR A/B. Se generaron
amplicones de region variable de cadena pesada y ligera de Ig utilizando cebadores de cadena y y de cadena
especifica de Ig de conejo para amplificar toda la region V. Los cebadores contenian cédigos de barras y seguian los
requisitos especificos para el disefio del cebador de fusion 454 titanium para la plataforma Roche 454 NGS. Para
aumentar el nimero de secuencias de la region V recolectadas, los autores de la presente invencion combinaron
tres rondas de secuenciacion 454 GS Junior que consistian en cadenas y y K que dieron como resultado un total de
80.000 lecturas filtradas pasadas, de las cuales 44.363 contenian toda la regién V y proporcionaron la base para el
enfoque protedmico descrito a continuacion. Las secuencias recogidas incluyeron 5.279 secuencias Unicas de la
region 3 determinante de la complementariedad de la cadena y (CDR3) y 11.681 secuencias CDRS3 unicas de la
cadena K de longitud variable que siguieron una distribucién gaussiana. De acuerdo con los datos previos, este
conejo utilizé preferentemente VH1 (V1S69-1-V1S40> 64%) seguido de VH4 (V1S44-1-V1S45 -30%) en el
reordenamiento de VDJ de cadena pesada (Becker et al., Eur J Immunol 20: 397-402, 1990, Knight, Annu Rev
Immunol 10: 593-616, 1992, Mage et al., Dev Comp Immunol 30: 137-153, 2006).

A continuacion, se examind la fraccion de pH 1,8 mediante LC-MS/MS basandose en su actividad previa (Fig. 10a).
Para maximizar la cobertura de la secuencia, se dividieron 5 ug de anticuerpo policlonal de manera uniforme y se
digirieron por separado mediante quimotripsina, elastasa, pepsina y tripsina. Se recogieron un total de cuatro rondas
de LC-MS/MS utilizando un gradiente de 45 minutos utilizando un Orbitrap Velos (Thermo Fisher), produciendo un
promedio de 10.000 espectros por ronda (Fig. 10b). Para estimar la tasa de falso descubrimiento (FDR), se utilizo el
enfoque diana/sefiuelo generando una base de datos compuesta de secuencias orientadas directas e inversas (Elias
et al., Nat Methods 4: 207-214, 2007), y cada ronda de LC-MS/MS se busco utilizando el programa SEQUEST
(Yates et al., Anal Chem 67: 1426-1436, 1995). Las coincidencias espectrales de péptidos (PSM) se filtraron a una
FDR final de <2% utilizando un analisis discriminante lineal (Huttlin et al., Cell 143: 1174- 1189, 2010) teniendo en
cuenta la especificidad de la enzima cuando sea posible (quimotripsina/tripsina). Un ejemplo de un péptido CDR3 de
cadena pesada de alta confianza identificado utilizando este método se muestra en la Fig. 10c. Se combinaron
rondas individuales y se identificaron un total de 2.356 PSM de region V con una FDR de 1,8%.

Una base de datos de secuencias de la region V del anticuerpo es analoga a una base de datos de isoformas de
proteinas. Como resultado, los enfoques tradicionales que utilizan secuenciacion por perdigonada mediante LC-
MS/MS en la que solo se utilizan a menudo unos pocos péptidos para identificar con seguridad una proteina son
insuficientes para identificar una secuencia de la regién V del anticuerpo en una mezcla de anticuerpos policlonales.
Ademas, dado que las secuencias de la region V del anticuerpo pueden variar en tan poco como un aminoacido, la
precision de alta masa ayud6 a proporcionar confianza adicional en los PSM. Cada PSM de la regién V con un error
de masa >-5 y <5 ppm determinado por SEQUEST se mapeo para toda la base de datos de la region V para
direccionar la redundancia de PSM y la cobertura a través del conjunto de datos (Fig. 10d). Después de volver a
mapear, se determinaron el nimero total de péptidos, el nimero Unico de péptidos, la comparticion de espectro
(péptidos totales que mapean la secuencia/PSM de region V totales), la cobertura total de la secuencia de la region
V y la cobertura de CDR3 para cada secuencia de la region V. Para identificar las secuencias de la regién V con alta
confianza que probablemente se enriqueceran con la mezcla policlonal, se aplicaron criterios empiricamente
rigurosos en el analisis protedmico, que incluyen: a) cobertura general alta (> 65%), b) al menos 12 Unicos péptidos
debido al alto grado de homologia de las secuencias de la regién V, y c) alta cobertura de regién hipervariable,
especificamente, > 95% de cobertura de CDR3. Aunque las secuencias de la region V podian identificarse utilizando
una proteasa sola, se descubrié que debido al alto grado de variabilidad en las secuencias de la regién V junto con la
complejidad impredecible de una mezcla policlonal, era ventajoso utilizar proteasas multiples para aumentar la
cobertura de la region V. Por ejemplo, como se muestra en la Fig. 10e, multiples fragmentos peptidicos solapantes
de diferentes proteasas contribuyeron a la identificacion de la CDR3 completa de ambas secuencias de cadena
pesada y ligera.

La identificacion de PSM unicos a través de multiples rondas de proteasas multiples que mapean para la misma
secuencia de la region V aumentaron los recuentos espectrales y la cobertura en toda la secuencia de la regién V,
proporcionaron mayor confianza de que las secuencias especificas de la region V estaban presentes en la mezcla
policlonal, y aumentaron adicionalmente la confianza en la calidad de la secuencia NGS (Kircher 5 et al., Bioessays
32: 524-536, 2010). Utilizando los criterios de filtracion descritos anteriormente, se identificaron un total de diez
secuencias de cadena y y ocho K de alta confianza a partir de la fraccion de elucién a pH 1,8 (Tabla 13).
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100% de Cobertura de CDR3 y >65% de Cobertura de la region V
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Ndm. Ref. NGS péptidos region SecuenciaCDR3 ID NGS mediante germinal
totales variable No: frecuenciaCDR3 V(D)J
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Tabla 13. Identificacion de cadenas pesada y ligera de alta confianza. Se identificaron cadenas pesadas y ligeras con 100% de
cobertura del espectro de CDR3 y cobertura de la region variable >65% global y se clasificaron por orden de confianza segun se
midié mediante recuento de péptidos totales. También se indican la identidad de secuencia de CDR3 y la determinacién de la linea
germinal de raton. Las cadenas pesada y ligera se eligieron para la sintesis, clonacion, y expresidon génicas de anticuerpos
combinatorios para su caracterizaciéon. La clasificacion NGS indica la clasificacién de frecuencia de la secuencia de CDR3
proporcionada identificada en la base de datos NGS para cadena. * Indica que no se puede identificar ningn posible gen D

A pesar de proporcionar evidencia de la existencia de secuencias de alta confianza en la regidon V presentes en
suero purificado por afinidad, la informacion directa sobre el emparejamiento analogo de cadena pesada y ligera esta
ausente de los datos de LC-MS/MS debido a la proteolisis y la reduccion de enlaces disulfuro durante la preparacion
de la muestra. Como resultado, se expresaron todas las combinaciones posibles de pares de cadenas pesadas y
ligeras (matriz 8x10 para un total de 80 anticuerpos, en una transfeccion de placa de 96 pocillos) ademas de las
secuencias pesadas y ligeras de mas alto rango observadas mediante la frecuencia NGS y escrutadas para
determinar la actividad de union especifica de antigeno al péptido PR A/B mediante ELISA. Un total de 12 pares de
cadenas pesadas y ligeras fueron positivos mediante ELISA especifico de antigeno (Fig. 1 la). A continuacion, se
sometid a ensayo cada clon positivo para ELISA especifico de antigeno mediante transferencia Western para
determinar su especificidad frente a PR A/B expresado endégenamente en productos lisados celulares (Fig. 1 Ib). Se
encontré que seis clones se unieron especificamente a PR A/B (Fig. 1 Ib); dos clones mostraron una sefial mucho
mas fuerte en comparacion con la mezcla policlonal original cuando se analizaron con la misma concentracion de
anticuerpo. Los clones especificos de antigeno positivos mediante transferencia Western se caracterizaron
adicionalmente en ensayos adicionales. Un anticuerpo monoclonal, el clon F9 y el clon Cl, exhibieron sefal y
especificidad superiores en la inmunotransferencia e inmunohistoquimica (IHQ) (Fig. 1 Ib-c) y también reaccionaron
especificamente en analisis de citometria de flujo (FC) e inmunofluorescencia (IF) donde la mezcla policlonal fracasé
(Fig. 1 Id-e). En contraste, las cadenas y y K seleccionadas en virtud de su rango mas alto de NGS no produjeron
anticuerpos especificos de antigeno. No se observaron péptidos que contenian CDR3 a partir de las cadenas y y K
con clasificacion NGS mas alta, y ninguna de las secuencias de CDR3 de las 30 cadenas y o K con la clasificacion
mas alta se identificd con alta confianza por enfoque de protedmica de los autores de la presente invencion. No se
puede descartar que la ausencia de actividad se deba a una falta de emparejamiento cognado, pero el hecho de que
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ninguna de estas cadenas se observé por LC-MS/MS sugiere que ninguna de las cadenas de clasificacion NGS mas
alta era especifica contra el antigeno. Por lo tanto, en estos experimentos, los anticuerpos especificos de antigeno
no pudieron identificarse basandose Unicamente en la clasificacion NGS.

Para visualizar la diversidad clonal, se realizé el analisis filogenético (Dereeper et al., Nucleic Acids Res 36: W465-
469, 2008) en secuencias de la region V de cadena pesada y ligera de alta confianza que se muestran en la Tabla
13. Las secuencias estrechamente relacionadas para cadenas pesadas o ligeras se agrupan en grupos discretos.
Curiosamente, todos los anticuerpos monoclonales especificos de PR A/B descubiertos en este informe se
agruparon estrechamente en el arbol filogenético, muy probablemente debido a la expansion clonal de células B
estrechamente relacionadas durante la inmunizacion. El uso de linea germinal también apoyd esta observacion
(Tabla 13). Se hicieron observaciones similares en un experimento independiente con un antigeno diferente (Lin28A,
Figura 12).

Los métodos utilizados en los experimentos descritos en este Ejemplo son los siguientes.

Inmunizacién y manejo de animales. Se inmunizaron conejos blancos New Zealand mediante inyeccion
intradérmica con cuatro dosis separadas, cada una con un intervalo de 3 semanas, con una mezcla de péptidos
conjugados con hemocianina de lapa californiana derivados de la secuencia de aminoacidos de diferentes regiones
de cada antigeno de proteina humana. Los péptidos se conjugaron con KLH activada con Imjetc Maleimide (Thermo-
Pierce). Las inmunizaciones con ratones se llevaron a cabo de la misma manera, excepto que la ruta de
inmunizacion fue intraperitoneal y las inyecciones se realizaron con 2 semanas de diferencia. Se extrajo sangre a los
3 dias después del refuerzo final. El bazo completo de cada animal se recogié en el momento de la eutanasia
después de la confirmacion de la actividad policlonal deseada.

Secuenciacion de ADN de proxima generacion de repertorios de células B de conejo y raton. Los esplenocitos
de conejos y ratones hiperinmunizados se recogieron y se lisaron para la purificacion total de ARN utilizando el kit
RNeasy de Qiagen siguiendo el protocolo del fabricante. EI ARN se traté en columna con ADNasa | (Qiagen Num.
Cat. 79254) para eliminar el ADN gendmico utilizando el protocolo proporcionado. Para generar bibliotecas de
amplicones de cadenas pesadas y ligeras a partir de este material a secuenciar con la plataforma 454 Life Sciences
(Roche), la RT-PCR se llevé a cabo de la siguiente manera. El ADNc se generé a partir del ARN total del esplenocito
como molde utilizando la transcriptasa inversa Thermoscript (Invitrogen Num. Cat. 12236014) con oligo dT como
cebador. Para la secuenciacion de IgG de conejo, las regiones variables de las cadenas y, K1, K2 y X se
amplificaron con cebadores de fusién 454 especificos de secuencia (hibridacion con el lider en el extremo 5' y
secuencias que contienen el extremo 3' requeridas para la identificacion y codificacion de barras en el formato Lib-L
de la plataforma de secuenciacion 454) utilizando Phusion® Hot Start Il High-Fidelity DNA Polymerase (Finnzymes
Oy, Finlandia) con las siguientes etapas: desnaturalizacion-98°C durante 90 segundos; 20 ciclos de
[desnaturalizacion-98°C durante 10 segundos; recocido a 60°C durante 30 segundos; extension-72°C durante 30
segundos). Para la secuenciacion de IgG de raton, se generaron amplicones de cadena pesada y ligera mediante un
procedimiento de PCR de dos etapas. En la primera etapa, las regiones variables de la cadena y o K se amplificaron
(15 ciclos con las mismas condiciones descritas anteriormente para el conejo) con una mezcla de oligonucleétidos
degenerados especificos de la familia de genes como cebadores efectores y cebadores antisentido que hibridan con
una region altamente conservada al comienzo de la regidén constante, conteniendo cada cebador efector y
antisentido secuencias adaptadoras distintas en su extremo 5'. Cada reaccién de la primera ronda se purificé en
columna con un kit comercial (Qiagen Num. Cat. 28104) y a continuacion se amplificé adicionalmente con 10
(cadena y) y 8 ciclos (cadena K) en la segunda etapa utilizando cebadores especificos de la secuencia adaptadora
que contienen secuencias en el extremo 3' requeridas para la identificacion y codificacion de barras en el formato
Lib-L de la plataforma de secuenciacion 454. Para cualquier especie, se agruparon todas las reacciones de
amplificacion de cadena ligera para cada animal. Los cebadores en exceso para las muestras de cadena pesada y
ligera se eliminaron utilizando el sistema de purificacion de ADN Agencourt AMPure XP siguiendo el protocolo
proporcionado. La calidad y pureza del conjunto de amplicones después de la eliminacion del cebador se verificod en
Agilent Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies), y la concentracion del ADN se cuantificé con precision en un
fluorémetro utilizando Quant-iT PicoGreen dsDNA Assay Kit (Invitrogen). Siguiendo el Lib-L LV, se llevaron a cabo el
protocolo GS FLX Titanium Series de 454 Life Sciences, PCR en emulsion y enriquecimiento de esferas. El numero
de esferas se contd en el contador de particulas Beckman Coulter Z2, y la biblioteca se secuencio en 454 GS Junior
(Roche).

Purificacion de afinidad de IgG especifica de antigeno. La IgG total del suero de los conejos hiperinmunizados
(blancos New Zealand) se purificé utilizando esferas de proteina A-Sefarosa (GE Healthcare), a continuacion se
incubd en rotacion durante 15 minutos en una columna con el péptido inmundgeno acoplado covalentemente a
esferas de sefarosa. Por flujo de gravedad, la fraccién no unida se drend, y la columna se lavé extensamente con
solucion salina tamponada con fosfato 1x (PBS) para eliminar la IgG no especifica. El conjunto de IgG policlonal
especifico de antigeno se eluyé secuencialmente con tampén de glicina 0,1 M/HCI a pH 3,5, seguido de pH 2,7 y
finalmente pH 1,8. Cada elucion se neutralizé inmediatamente con tampén Tris 1 M (pH 8,5). La IgG total del suero
de los ratones hiperinmunizados se purificd utilizando esferas magnéticas de Proteina-G (Millipore, Nim. Cat.
LSKMAGG10), a continuacion se incubd durante la noche a 40°C con péptido inmundgeno inmovilizado en esferas
magnéticas (Pierce, cat Num. 88817). Utilizando una gradilla de tubos magnéticos (Invitrogen, Num. cat. 12321D) se
lavaron exhaustivamente las esferas con PBS, a continuacion se eluyé secuencialmente el anticuerpo unido a la
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columna con un pH acido progresivo como se describe para la purificacion de IgG de conejo.

Digestion con proteasa del anticuerpo purificado por afinidad. El anticuerpo policlonal se desnaturalizé en urea
8 M en HEPES 20 mM, pH 8, a continuaciéon se redujo en DTT 10 mM durante 1 hora a 55°C. El anticuerpo
policlonal reducido se enfrié a temperatura ambiente (RT) y se realiz6 la alquilaciéon en presencia de yodoacetamida
20 mM durante 1 hora. Se realiz6 la digestion con quimotripsina, elastasa y tripsina en presencia de urea 2 M en
HEPES 20 mM, pH 8,0, durante una noche a 37°C a una razoén de enzima a sustrato de 1:50. La digestién con
pepsina se realizd en presencia de acido acético 3 M a temperatura ambiente durante la noche a una razén de
enzima a sustrato de 1:50. Los péptidos digeridos fueron desalados mediante STAGE-TIPS como se publicé
anteriormente (Rappsilber et al., Anal Chem 75: 663-670, 2003), y analizados mediante LC-MS/MS.

Espectrometria de masas. La LC-MS/MS se realizé utilizando el espectrometro de masas LTQ Orbitrap Velos
(Thermo-Fisher). Las muestras se cargaron durante 7 min utilizando un automuestreador Famos (LC Packings) en
una columna capilar de silice fundida vertida a mano (125 pym de diametro interno X 20 cm) cargada con resina
Magic C18aQ (5 um, 200 A) utilizando una bomba binaria de la serie Agilent 1100 con un divisor de flujo en linea. La
cromatografia se desarroll6 utilizando 15 un gradiente binario a 400 nl/min de 5-30% de disolvente B durante 45 min
(Disolvente A, acido férmico (AF) al 0,25%, Disolvente B, AF al 0,1%, acetonitrilo al 97%). Se adquirieron veinte
espectros de MS/MS de manera dependiente de datos de un espectro maestro precedente en el Orbitrap (300-1.500
m/z a un ajuste de resolucion de 6x104) con un objetivo de control de ganancia automatica (AGC) de 106. Se utilizé
el escrutinio de estado de la carga para rechazar especies cargadas individualmente, y se requirié un umbral de 500
esferas para desencadenar un espectro MS/MS. Cuando fue posible, el LTQ y Orbitrap se hicieron funcionar en
modo de procesamiento paralelo.

Busqueda de base de datos y procesamiento de datos. Los espectros de MS/MS se buscaron utilizando el
algoritmo SEQUEST (version 28 rev 12) (Yates et al., Anal Chem 67: 1426-1436, 1995) contra una base de datos
hibrida personalizada compuesta de 21.932 secuencias de regidon V gamma completa y 22.431 kappa completa y
secuencias de region constante gamma y kappa concatenadas con 6.358 proteinas de levadura (S. cerevisiae,
NCBI) y 42 contaminantes comunes, incluyendo varias queratinas humanas, tripsina y quimotripsina. Dado que las
secuencias de la region V estan muy relacionadas, el proteoma de levadura contribuy6d artificialmente con
secuencias mas diversas a la base de datos de referencia (Beausoleil et al., Nat Biotechnol 24: 1285-1292, 2006) y
proporcioné otra fuente de confianza después de filtrar el conjunto de datos final ya que los datos filtrados no
deberian incluir péptidos identificados de levadura. Los parametros de busqueda incluyeron especificidad parcial
para quimotripsina y tripsina y ninguna especificidad para elastasa y pepsina, una tolerancia de masa de + 50 ppm,
una modificacion estatica de 57,0214 en cisteina y maodificacion dinamica de 15,9949 en metionina. La tasa de falsos
descubrimientos en el conjunto de datos se estimo utilizando el enfoque diana/sefiuelo (Elias et al., Nat Methods 4:
207-214, 2007). Los conjuntos de datos se filtraron a una FDR de <2% utilizando un andlisis discriminante lineal
(Huttlin et al., Cell 143: 1174-1189, 2010). Aunque la precision de masa del Orbitrap excede en gran medida de 50
ppm, cuando se busca con una mayor tolerancia de iones precursores, las identificaciones de péptidos correctos dan
como resultado pequefios errores de masa del precursor (+ 1 ppm), mientras que las identificaciones peptidicas
incorrectas se distribuyen en toda la ventana de 50 ppm. Como resultado, los filtros de masa del precursor
restrictivos eliminan selectivamente muchos PSM incorrectos del conjunto de datos.

El analisis posterior a la adquisicion se realizé como se describe en el texto. Brevemente, los péptidos que pasaban
derivados de las secuencias de la region V se reasignaron a la base de datos de Ig NGS. Para los péptidos que
surgieron de productos digeridos con quimiotripsina y tripsina, las coincidencias se limitaron a las derivadas de las
escisiones esperadas (KR para tripsina, YWFLMA para quimotripsina). La cobertura de CDR se determin6 mediante
la identificacion de CDR utilizando las reglas definidas por Kabat (Wu et al., J Exp Med 132: 211-250, 1970). En
todos los casos, la cobertura se defini6 como el nimero total de aminoacidos identificados a partir de péptidos de
alta confianza dividido por el nimero de aminoacidos en la secuencia de la regién V madura.

Clonacion, expresion y caracterizacion de cadenas de inmunoglobulinas identificadas, Las cadenas y y K
identificadas mediante el analisis de espectrometria de masas del conjunto de IgG policlonal purificado por afinidad
se clonaron y se expresaron de la siguiente manera. Para cada cadena identificada, se sintetizé la secuencia de
acido nucleico que codificaba el dominio variable completo de FWR1 a FWR4 (Integrated DNA Technologies,
Coralville, lowa). Utilizando PCR de solapamiento, cada permutacion de combinacion de cadena pesada-ligera se
expreso con una secuencia viral 2A que utiliza un mecanismo de salto ribosémico para generar dos polipéptidos a
partir de un Unico marco de lectura abierto (Doronina et al., Mol Cell Biol 28: 4227-4239, 2008, Donnelly et al., J Gen
Virol 82: 1027-1041, 2001). Se clond un solo casete de marco de lectura abierto, en orden de 5' a 3', regiones
variables y constantes de cadena ligera, secuencia peptidica 2A del virus Thosea asigna, y dominio variable de
cadena pesada en un plasmido de expresion de mamifero dirigido por un promotor CMV que contenia la secuencia
lider de cadena y de conejo y regiones constantes de cadena de conejo, 5 y 3' del sitio de clonacion,
respectivamente. Se transfectaron HEK293 con preparaciones de plasmido que codificaban cada combinacién de
cadena ligera-pesada ensamblada de esta manera utilizando polietilenimina (Boussif et al., Proc Natl Acad Sci USA
92: 7297-7301, 1995). El sobrenadante se rastreé de 2 a 5 dias después de la transfeccion para la secrecion de
anticuerpo especifico de antigeno mediante ELISA utilizando el péptido inmunégeno como antigeno de
recubrimiento, y se caracterizaron adicionalmente las permutaciones de cadena ligera-pesada que mostraron
reactividad. Para la expresion del anticuerpo de raton, las regiones constantes fueron de IgG2a de raton.
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Caracterizacion de anticuerpos policlonales y monoclonales mediante ELISA, Transferencia Western,
citometria de flujo, inmunofluorescencia e inmunohistoquimica. Los protocolos detallados de ELISA,
transferencia Western, citometria de flujo, inmunofluorescencia e inmunohistoquimica se pueden encontrar en linea
en el sitio web de Cell Signaling Technology Inc. Se utilizaron placas de 96 pocillos de poliestireno de alta union
certificadas Costar Num. Cat. 3369 para ELISA. Los antigenos utilizados para el analisis ELISA para cada diana
fueron los mismos péptidos utilizados para las inmunizaciones. Para los anticuerpos del Receptor de Progesterona,
la Transferencia Western se realizé en células T47D (PR+), MDA-MB-231 (PR-) y producto lisado de células HT-
1080 (PR-), analisis de citometria de flujo en células T47D (PR+) y MDA-MB-231 (PR-), analisis de
inmunofluorescencia confocal en células MCF-7 (PR+) en comparacion con células MDA-MB-231 (PR-), y analisis
inmunohistoquimico en secciones de carcinoma de mama humano primario embebidas en parafina, células T47D y
MCF-7 embebidas en parafina (PR+) en comparacioén con las células MDA-MB-231 (PR-). Para los anticuerpos de
ratén fosfo-p44/42 MAPK, se realizé la transferencia Western sobre el producto lisado de células Jurkat tratadas con
U1026 (Cell Signaling Technology, Inc. Num. Cat. 9903) o 12-O-Tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA) (Cell
Signaling) Technology, Inc. Num. Cat. 4174). Para los anticuerpos Lin28A, se realiz6 la Transferencia Western sobre
el producto lisado total de lineas celulares NCCIT, NTERTA, MES e IGROV1, inmunofluorescencia confocal y
analisis de citometria de flujo en células NTERA (Lin28A-i-) y HeLa (Lin28A-). Para los anticuerpos fosfo-Met (pMet),
se utilizaron productos lisados de células MKN45 no tratadas (pMet-i-) y tratadas (pMet-) con inhibidor de quinasa
Met SU11274. Para los anticuerpos Soxl, se utilizaron extracto de cerebro de ratén (Soxl-i-) y producto lisado de
células NIH-3T3 (Soxl).

Ejemplo 8

En este Ejemplo, se generaron anticuerpos monoclonales humanos especificos para el antigeno de superficie
pequefio del virus de la Hepatitis B (HBsAg) de acuerdo con los métodos descritos en la presente memoria. Para
hacer esto, se siguid el siguiente protocolo para generar la base de datos de material 5 genético. Los anticuerpos
policlonales se purificaron como se describe a continuacion y se analizaron después del analisis de espectrometria
de masas como se describié anteriormente para ratén y conejo.

I. Generacion de las secuencias de acidos nucleicos.
Aislamiento de células B especificas de antigeno, de memoria y totales y purificacion de ARN

Se aislaron células mononucleares de sangre periférica (PBMC) a partir de sangre humana entera, de nueva
aportacion, recogida en tubos de vacio heparinizados, utilizando un gradiente de Ficoll. En un tubo cénico de 50 ml
Greiner Leucocep (Sigma Aldrich Num. Cat. Z642843) que contenia 20 ml de Histopaque 1077 15 (Sigma Aldrich
Num. Cat. 10771) en la parte inferior, se aplicaron hasta 25 ml de sangre en la parte superior, a continuacién los
tubos se centrifugaron durante 20 minutos a 1500xg a temperatura ambiente. Los leucocitos (capa leucocitaria) se
recogieron utilizando una pipeta estéril, se lavaron en medio RPMI dos veces volviendo a suspender las células en
50 ml de RPMI, a continuacion se centrifugaron a 300xg durante 10 minutos a 40°C. Después de los lavados, las
PBMC se crioconservaron en DMSO al 20% en suero bovino fetal o se procesaron inmediatamente para el
aislamiento de células B.

Para el aislamiento de células B, se utilizd un método de seleccion negativa para eliminar todas las células no B de
las PBMC utilizando el kit de aislamiento de células B intactas Dynabeads de Invitrogen (Invitrogen Num. Cat. 1 13-5
ID) siguiendo el protocolo del fabricante. La poblacion de células B no marcada resultante se procesé adicionalmente
para aislar células B especificas de antigeno o de memoria.

Para el aislamiento de células B especificas de antigeno, se incubaron células B no marcadas totales con antigeno
biotinilado que esta inmovilizado en esferas magnéticas de estreptavidina (Pierce-Thermo Scientific Num. cat.
88816) en un rotador a temperatura ambiente durante 20 minutos. Las esferas que contenian cualquier célula B que
se unia a antigeno se lavaron a continuacion dos veces con 1xPBS. Las esferas lavadas se resuspendieron a
continuacion en tampon de lisis RLT del kit RNeasy de Qiagen (complementado con 1% de 3-mercaptoetanol) para
el aislamiento de ARN.

Para el aislamiento de células B de memoria, se aislaron células CD27+ e IgG+ de superficie de las células B no
marcadas totales utilizando kits MACS de Miltenyi para el aislamiento de células CD27+ e IgG+ de superficie
(Miltenyi Biotec (Auburn, CA) Num. Cat. 130-051-601 y 130-047-501). Con el fin de aislar simultaneamente las
células B CD27+ y slgG +, se afiadieron anticuerpos conjugados con esferas magnéticas a ambos marcadores de la
superficie celular al mismo tiempo durante la etapa de incubacién. Tras la purificacion, las células B de memoria se
centrifugaron a 300xg durante 10 minutos, y a continuacién se lisaron en tampén RLT para ARN como se describid
anteriormente para el aislamiento del ARN.

El ARN se purifico a partir de células seleccionadas utilizando el kit RNeasy de Qiagen (Qiagen Num. Cat. 74104)
siguiendo el protocolo del fabricante. En la columna, se llevo a cabo el tratamiento con ADNasa | para eliminar el
ADN gendémico contaminante mediante la incorporacion de una etapa de digestion de ADNasa |. Después del lavado
con tampén RW1, se aplico ADNasa | (Qiagen Num. Cat. 79254) diluido en tampon RDD a la columna de
purificacion de ARN y se incubd durante 20 minutos a temperatura ambiente. La columna se lavd una vez mas con
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tampon RW 1, seguido de dos lavados con tampon RPE, y el ARN se eluyé con 30 o 50|JI de agua. La
concentracion del ARN se determiné mediante la absorbancia medida en un espectrofotometro Nanodrop (Thermo
Scientific) a una longitud de onda de 450 nm.

Sintesis de ADNc y generacion de amplicones por PCR

El ARN aislado de la memoria o de las células B especificas de antigeno se sometioé primero a transcripcion inversa
utilizando la transcriptasa inversa Thermoscript de Invitrogen (Invitrogen Nim. Cat. 12236-022) como se muestra a
continuacion:

ARN tratado con ADNasa: |5 uL
Cebador Oligo dT (50 uM): |1 uL
dNTP (10 uM): 2 uL

dl H20: 4 uL

Se incubo a 65°C durante 5 minutos, se coloco en hielo durante 2 minutos y a continuacion se agrego lo siguiente:

5 X Tampdn de ADNc: |4 uL

DTT 0,1 uM: 1 ul
RNAse OUT: 1uL
dl H20 1uL
Thermo Script: 1ulL

La mezcla se incub6 a 50°C durante 1 hora, seguido de una etapa de inactivaciéon por calor a 85°C durante 5
minutos. Finalmente, la cadena de ARN complementario se eliminé del ADNc afiadiendo 1 yl de ARNasa H
(Invitrogen Num. Cat. 8021-071) e incubando a 37°C durante 20 minutos.

Los amplicones de las regiones variables de la cadena pesada, kappa y lambda para la secuenciacion se generaron
mediante PCR de la siguiente manera. Para la amplificacion de la cadena pesada, se realizaron 4 reacciones
independientes (cada una especifica para familias de genes de VHI y 7; VH2, 5y 6, VH3 y VH4) para cada muestra
de ADNc utilizando los cebadores enumerados a continuaciéon con el fin de preservar la distribuciéon natural de la
frecuencia de transcripcion del gen VH en el conjunto de células B. Para la amplificacion de la cadena kappa y
lambda, se realizd una reaccién Unica para cada cadena para cada muestra de ADNc. Para cada reaccion, se utilizé
una mezcla equimolar de cebadores directos con la misma concentracion de cebadores inversos como se indica a
continuacion. La amplificacion se realizé con cebadores de fusidon compatibles para 454 Sequencing (Roche)
mediante la plataforma Lib-L. Los cebadores inversos se disefiaron para hibridarse con el extremo 5' de la region
constante de cada cadena. Estos cebadores contienen las secuencias del cebador Lib-L B y MID de modo que las
lecturas de secuenciacion comenzarian desde el extremo 5' de cada region constante (en sentido inverso) y en el
extremo 3' de la region variable. Para cadenas pesadas y kappa, se utilizé un unico cebador inverso para cada MID,
mientras que para la cadena lambda, se requirieron dos cebadores inversos distintos para cada MID.

Cebadores de fusion de cadena pesada:
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Inverso
CCATCT CAT CCC TGC GTG TCT CCG AC weag CTCTGOGRTOGCA gaa gac
ali33| Sga VG GOC CTT GG GCA (SEQ 1D NO: 248) IO
CCATICT CAT CCC TGO GTG TCT CCG AC weag ACGUGAGTAT gan gac Sga
Oliahd TG GOC CTT GET GOA SEQ TR NG 249) nTI2T
CCATCT CAT COC TGO GTG TCT CCG AC wug CACGUTACGT guy gac Sgo
alig02 tgg goe cit gt ggn (SHO 11 N0 250) R 11334
COATCT CAT CCC TGC GTG TCT CCG AC leug TGAGTCAGTAT gan gac sga
aliGih 1gg goc clt gl g [NHCY D NO: 251} M ILTD
CCATCT CAT CCC TGO GTG TOT O0G AC wug ATCTACTCAC aigat gan gace
oliGTh Sgaigg geo it gpt gga (SHQ 11 NO: 352, MRS
COATTCT CAT COC TGO GTG TCT COG AC weag AGTAGTGATCleava gaa gac
olifi?l Spaleg poc cll pet pea (SEQ D MO 2533 MIDE3
Directo
YHIT
COTALTC COCTET LG OCT TG CAG T teag ATG GAC TGO ACC TGO AGY ALC
olif2 | (5170 11 NQO: 254
CCT ATC COCC TGT GTG OCT TGG CAG TC teag ATG GAC TGG ATT TGG AGG RTC
oli22 (SO LY NG 255) o ]
CCTATCCCC TGT GTG OCT TGG CAG TC Leag ATG GAC TGC ACC TGO AGG ATC
2lif23 (SO 1) NO): 256)
(CCT ATCOCCTOGT GG CCT 1GG CAG TC way ATG GAC TGO ACC TGG AGG B1C
nlit24 (51900 LY NCY: 257
VH2/5/6
CCT ATC OCC TGT GTG CCT TG CAG TC wag ATG GAC ATACTTTGT TCC ACG C
abi6ld | (8100 1) NO: 258)
CCTATC COCC TGT GTG OCT TGE CAG TC wag ATG GAC ACA CTT TG TAC ACAC
ol 1D (5120 112 NCx: 259)
CCTATCOCCTAGTOTG CCT TGO CAG TC kag ATG TCT GTC TCCTIC CTC ATC T
oli620 (81200 [12 NO: 260)
COTATCOCCTGT GG COT TG CAG TC teag ATG GGG TCA ACT GOC ATC CTC
ol 2D (K120 [ NOy 2610
VI
COLATCOCC TG GG COT TG CAG T teag AT GAG THR GOR CTG AGC TG
alin2s {510 1Y NC: 262)
COTATCCCCTGE GG CUT TGO CAGTO 1eag ATG GAG PET KGO CTE AGC TG
alif2h (SO N NCx: 263
CCT AT OUC TG TG OO TG C AL T leag Al GaAA (7] Ci el 10 Ol TGk
olin}7 (510 11D NC): 264
COTAICOCC TG GG OCY TG CAG TC wag A TG GAR TG GOl O rG w10
alif24 (510N T MO 265
Wil
COT ATCOCCTOT UG OCOT TGG CAG TC teag ATG AAR CAY CTG TGO TTC TICCT
ali 17 (51700 1Y NCY: 260

Cebadores de fusion de la cadena kappa
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Inverso
CCATCT CAT COC TGO GTGTOT CCG AC wag ACGACAGOTC poa gal gan
iS5 gaw aga Igg lae age cac {SE0) 1Y Nk 267) m 37T
CCATCTCATCOC TG GTGTOT COCG AC wap TOGATCACUT gan gal gaa
alii56 gaw apa 1gg Lec age cac (SEQ 10 N 264} b1142
COA TCT CAT COC TOC GG TOT O0G AC wag TACACACACT GAA GAT
aliti)} CGan GAC AGA TG PG AGC cac (8EQ 10 NCE: 269) BID3T
CCA TCT CATCOC TGC GTG 1TCT 00T AC wag TGTAGTGTGAT GAA GAT
olit07 Gan GAC AGA TGO TGC AGC eac (8EQ 10 NO: 270) MIDTI
Directo
COT ATC CCTTGT GG CCT TG0 CAG TC 1eag ATG GAC ATG ACG GTS COY GCT CAG
olib 3D CTCISEQ DY NO: 2717
COT ATC CCCTGT GG CUT TGO CAG TC teag ATG GAC ATG AGR GTC CTC GUTCAG
olitl] CTC ST ITY NG 272)
CCT ATCOCCTGT GG CCT TGG CAG TC 1eag ATG GAN GOC CCA GUD CAL CT T CTC
olih3d (SEQ DN 275
CCT ATCOCCTGT GG CCT TGO CAG T icag ATG GAAN ACCCCAGOGCAG CTT CTC
olih33 (SEQ [Ty N(E 274
COT ATCCCC TG GG CCT TG CAG T teag ATG GITG UTG CAG ACC CAG GICTIC
olin3d (SEQ DN 275)
COT ATC CCC TG GG OCT TG CAG T teag ATG GO TOU CAGGTT CACCIC CTC
olib3s (SEQ [ Nk 276)
COT ATC COCTOT I CCT TG CAGTO wag AT AGECCCYT CGOT CALGCTC 10
oliGdn (SEQ [1D WO 277)

Cebadores de fusion de la cadena Lambda
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Inverso

CCA TCT CAT COC TG GG TOT COG AC g COTAGACTAG AGG GG
oligH GOA ACA GAG TGA CMG TGG (SEQ 1D NCx: 278) MID2 ]

CCA TOT CAT COC T GG TOT COG AC g CETAGACTAG AGG GYG
alib3 GOA ACA GAG TGA COG AKG (SEO T NO: 279) MIDZ]

COATUY CAT COC TGO G TCT CCCr AC eag TCTAGOGACTAT AGG
olin0y GO GOA ACA GAGTOA CMGE TG (SEQ Y N 28 MIIS

COATTUT CAT CUC OO GTTGLCT U0 AC teag TCTAGUGACTAT AGHG
nli6iH GIYC GOA ACA GAGTOA COCG AKG (SPQ TN 2K1) MINAS

CCA TCT CATCCC TG GG LCT COG AC teag TAGUGOGUGCT agg aeg
alisad gea aca pag tea chig tpp (N0 1T N0 2820 RII0I

CCATCT CALT CCO TGO GG TCT €00 AC wag TAGUGUGCGU T agp g Ye,
olis54 gpA aca pag tea cog oK g (SFQ NI N 283) [SILBALE

COATCT CAT COCTTGO GG TCT COG AC ag ATAGAGTACT agg gog ggo
olisa? aca gag tga cMg tpg (510 1Y NO: 284) NP3

CCA TOT CAT COCC TGC GTG TCT COG AC weug ATAGAGTACT agg gYa
alisad gpaaca pag lga oog akg (SEQ 13 0y 285) MID33

_Directo _ - _ -

CCT ATC CCCTGT GTG CCT TGG CAG TC 1eag ATGACC TG TCCCCTOTC CTC CTC A
olind7 | (SEQIDNG:-2sy . . _ - ) —_ =

CCTATC CCCTGT GIGCCT TGG CAG T Leag ATG GOC GGC'TTC CCTCTC CTC 10 A
ali3d | (S12Q [y NCk: 287

COT ATC COCTGT GTGCOT TGG CAG TO weag ATG GOCTGGTCTOCTOTC CIO CTC A
ol {S12Q Ny Nk 288)

COT ATC CCCTOGT GLG CCT TGG CAG TC eag ATG GCC TS ACY CCT CITC CTCOTC M
oligd) {8120 ) NO: 289)

CCT ALC COC TG GLG CCT TGG CAG TC weag ATG CUC TG GCTCTG CLS CLC CTS A
oliod | (85120 1) NO: 240

CCTATCOCCTGT GG CCT TGG CAG TC 1eag ATGCCCTOG GTCATGOTC CICCTG A
oligd2 (5120 1) NUI: 24

COCT ATCOCCTGT GG OCT TGG CAG TC 1eag ATG GOCTGG ACTCCT CICTTTI CIG T
oliGd 3 (5150 113 NO: 242)

COT ATCCCCTGT G CCT TG CAG TC 1cag ATG GAGE AAG AAG AGG AGA COT GG
oliGdd G ASEQ ITY NO: 2U3)

COT ATCCCCTEL GIG OO TG CAGTC 1cag ATG GOC TG ACC GCTOTCCTT CrGa
it S (8150 1Y NOY: 24

COT ATCCCUTOL GG OOV TG CAGTC eag ATTG GO TG ACC VOO CIC Cre G
alidn (510 113 NO: 205)

CCTANTCOCCTET GIGCOT TG CAG TC leag ATG GOA TGG ATCCCTOICTIC O G
alid 7 (5120 1) NO: 20)

CCTATCOCTTGT GIG OO TG CAG TC leag ATG GOC TGO ATCCCT CraCT e C
aligdd (510 [ NO: 297)

CCLATCOCCTETGIG OCOT TGO CAG TC leag ATG GOC GG AYC OO CICC1GCICC
oligdy (510 (1) NO: 298)

COLATCOUCTED GG CUT GG CAG T weag ATG GOA TGG GOC ACACICOTGOreCC
oliG30 (510 1) NO: 2

COT ATC CCC TGT GTG CCT TGG CAG TC eag ATG GOC TGO ACC CCTCTCTGG CTC A
oli65 | (10 113 NO: 300)

COT ATCCCCTGT GTGOCT 1GG CAG TC weayg ATG GOC TGO GTC TCC TTC TAC CTA C
aliG52 (R0 11X NOE: 301

COT ATC COC TGT GTG CCT TGG CAG TC wag ATG GOC TG ACCCCACTC CTCCTCC
aliGs3 (810 DY NC: 302

CCT ATC OCC TGT GTG CCT VGG CAG TC tewg ATG GCC '1GG GCT CCT CTG CTC CTC A
alitsd L5100 E NO: 303
COT ATC CCCTGT GTG CCT TGG CAG TC wag ATG GOC1GO GCT CCACTACTT CTC A
aliGas (SELY 1Y NOY: 3

La amplificacién mediante PCR se realizé utilizando la polimerasa Phusion Hot Start n de Finnzyme (Thermo
Scientific Num. Cat. F-540S) donde la mezcla y las condiciones de reaccién se configuraron como se muestra a
continuacion:

Mezcla de reaccion:
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ADNCc: 2,5uL
5X Tampoén GC: 5uL
Mezcla de dNTP 10 mM: 0,25 uL
Phusion HotStart Il 0,25 uL

Cebadores (Directo + inverso) 30 uM: | 0,25 uL

Agua: 16,75 uL

Programa de PCR:
Etapa 1 98°C - 2 minutos
Etapa 2 98°C - 10 segundos
Etapa 3 60°C - 30 segundos
Etapa 4 72°C -30 segundos 20
Etapa 5 Repite las etapas 2 a 4
Etapa 6 72°C - 2 minutos
Etapa 7: mantenimiento

Para la amplificacion de la cadena pesada, se ejecutaron 25 o 30 ciclos (etapa 5 repetida 24 o 29 veces), y para las
cadenas kappa y lambda, 20 o 30 ciclos al amplificar el molde de ADNc generado a partir de células B de memoria o
de células B especificas de antigeno, respectivamente, puesto que se requieren 5 ciclos suplementarios para una
amplificacion suficiente a partir de ADNc de células B especificas de antigeno para cada cadena. Para asegurar la
ausencia de cualquier amplificaciéon falsa del molde contaminante en cualquiera de los reactivos, se establecieron
reacciones duplicadas para cada mezcla (4 reacciones separadas para cadena pesada, y una para cada cadena
ligera) donde el molde de ADNc se sustituyd por agua. Estas reacciones de control negativo sin molde se ejecutaron
al mismo tiempo que las muestras que contenian el molde. Al completar el programa de PCR, se analizaron 3 pl de
cada reaccion (incluyendo los controles negativos) mediante electroforesis en un gel de agarosa- TAE al 1,5% para
determinar la presencia de los amplicones (aproximadamente 540 pb para la cadena pesada, aproximadamente 485
pb para la cadena kappa y aproximadamente 510 pb para la cadena lambda) cuando se afiadié el molde a la
reaccion, pero no en ausencia de ADNc.

Purificacion, analisis, cuantificacion y preparacion de amplicones para la secuenciacion 454

Para eliminar el exceso de cebadores y/o dimeros de cebador en las muestras de PCR, los amplicones se
purificaron utilizando esferas magnéticas Agentcourt Ampure (Beckman Coulter Nim. Cat. A63881) siguiendo el
protocolo del fabricante (000387v001). Para la cadena pesada, las cuatro reacciones (VH1/7, VH2/5/6, VH3, VH4) se
agruparon y purificaron como una muestra, por lo que se purificaron un total de 3 muestras de amplicones (cadenas
pesadas, kappa y lambda) para cada ADNc amplificacion. El protocolo para la purificacion de Ampure se modificé
debido a que las purificaciones se realizaron en microtubos Unicos de 1,5 ml utilizando una gradilla magnética
genérico que es adecuada para tubos de 1,5 ml en lugar de en un formato de placa de 96 pocillos. Todos los
volumenes y otros procedimientos fueron los descritos en el protocolo. Los amplicones eluidos después de la
purificacion Ampure se analizaron a continuacion para determinar la pureza y ausencia de cualquier especie de ADN
contaminante en el Bioanalizador Agilent 2100 utilizando el chip de ADN de alta sensibilidad (Agilent Technologies
Num. Cat. 5067-4626) siguiendo el protocolo del fabricante.

Una vez que se verificd la pureza de los amplicones, la concentracion del ADN se cuantificé en un fluorémetro
utilizando el kit de ensayo Quant-iT PicoGreen dsDNA (Invitrogen Num. Cat. P7589) como se describe en el
protocolo del fabricante. EI ADN de Lambda proporcionado en el kit se utilizé como un patrén de concentraciéon con
el que se generd una curva patron de 100 ng/pocillo a 1,56 ng/pocillo. La fluorescencia de cada amplicén diluido 100
veces en tampén TE se midié por duplicado, y la concentracion de ADN se determiné de acuerdo con la porcion
lineal de la curva patrén. Todas las medidas de fluorescencia se realizaron en placas de color negro de 96 pocillos.
Si el valor de la fluorescencia estaba fuera del rango lineal de la curva convencional, las muestras se volvieron a
medir con diluciones mas grandes o mas pequefias con el fin de capturar los valores de fluorescencia que caen
dentro del intervalo lineal. Utilizando el tamafio aproximado en pares de bases de cada tipo de cadena (pesada-540
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pb, kappa-485 pb y lambda-510 pb), se utilizé la siguiente formula para determinar la concentracion:
Concentracion de cada amplicon (moléculas/pl) =
[conc. de la muestra (ng/(ul)*6,022x10?%)/[656,6x10%*longitud del amplicon (pb)]

Cada amplicén se normalizé a 1 X 107 moléculas/ul, a continuacién se mezclé en una proporcién de He:Kc:Lc a 3:3:1
5 en volumen, se sometié a agitacion vorticial y finalmente se diluyd 1:10 para obtener una concentracion final de la
mezcla a 1x10° moléculas/pl.

Amplificacion mediante PCR en emulsion, enriquecimiento de esferas, recuento de esferas y secuenciacion

La PCR en emulsion se realiz6 siguiendo el protocolo publicado 454: "emPCR Amplification Method Manual - Lib-L"
(Edicion: mayo de 2010 (abril de 2011))) con las siguientes modificaciones:

10 Seccion 3.1.3 Etapa 2)

Reactivo Volumen (ul)

Agua de grado Mol. Bio. |458

Aditivo 515
Amp Mix 270
Cebador Amp 32
Mezcla enzimatica 70
PPiasa 2
Total 1347

Una vez que se enriquecieron las esferas de secuenciacion, a partir del Etapa 3.7 del "emPCR Amplification Method
Manual - Lib-L", las esferas se contaron en el Contador de particulas Z2 de Beckman Coulter con las siguientes
configuraciones:

Abertura: <100 pm>
Kd Abertura: <60,04>
Ajuste corte superior: | <30,00pm>
Ajuste corte inferior: | <10,00pm>
Modo de recuento: <entre>
Volumen medido: <0,5ml>

Resolucion: <256>

15
La concentracion de esferas se calculé como:

Concentracion de esferas = [Lectura media del contador de particulas * 4] esferas/pl
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Las esferas enriquecidas de la PCR en emulsion se secuenciaron en 454 Sequencer (Roche) siguiendo el protocolo
de secuenciacion 454: "Sequencing Method Manual - GS Junior Titanium Series" - mayo de 2010 (Rev. junio 2010).

Il. Generacion de fragmentos de péptidos
Purificacion de IgG especifica de antigeno de plasma de donante humano
Aislamiento y escrutinio del plasma del donante para determinar la reactividad con antigenos especificos.

Se recogi6 la sangre completa de voluntarios humanos siguiendo las pautas de IRB en tubos heparinizados. Durante
la separacion en gradiente de Ficoll de PBMC (como se describié anteriormente), las muestras de plasma se
recogieron simultaneamente y se almacenaron a -80°C. La reactividad de IgG plasmatica a diversos antigenos se
sometid a ensayo mediante ELISA. Brevemente, placas de 96 pocillos de alta union (Costar Nium. Cat.) se
recubrieron con 100 pl/pocillo de antigeno a 2 pug/ml disuelto en tampdén de carbonato a 37°C durante dos horas o
4°C durante la noche. Las placas se enjuagaron tres veces con PBS-Tween (0,1%), a continuacion se bloquearon
con 300 pl/pocillo de leche en polvo desnatada al 5% en PBS-Tween a 37°C durante 1 hora. Las muestras de
plasma se diluyeron a 1/100, 1/500 y 1/1000 y 1/2000 en leche al 5% en PBS-Tween, y se afiadieron 100 ul de cada
dilucion en duplicados de pocillos bloqueados de la placa de 96 pocillos y se incubaron durante 2 horas a 37°C. Las
placas se lavaron 3 veces con 1xPBS-Tween y se afadieron anticuerpos anti-lgG humana conjugados con
peroxidasa de rabano picante (Southern Biotech 2040-05) diluidos 1/4000 en PBS-Tween a cada pocillo (100 pl) y se
incubaron a 37°C durante una hora. Las placas se lavaron 6 veces con PBS-Tween y se desarrollaron mediante la
adicion de 50 pl de solucion de sustrato TMB (BioFX Num. Cat. TMBW-1000-01), seguido de 50 pl de solucion de
parada (BioFX Num. Cat. STPR1000-01). Las sefiales se midieron a una densidad optica de 450 nm. Los donantes
cuyo plasma mostré sefial significativa a 1/500 o mayor dilucion se seleccionaron para el escrutinio mediante el
procedimiento NG-XMT.

El subtipo adw del antigeno de superficie de la hepatitis B (HBsAg) se adquirié de Prospec (Rehovot, Israel, Num.
Cat. HBS-872).

Purificacion de IgG especifica de antigeno a partir de IgG plasmatica total
Purificacion con proteina G

1. Se aplicaron 5 ml de suspension de esferas (2,5 ml de volumen de lecho de esferas) de Protein G
Sepharose 4 Fast Flow (GE Healthcare Num. Cat. 17-0618-05) a una columna de flujo por gravedad y se lavo
con 1xPBS dos veces.

2. Se aplicaron a la columna con esferas 5 ml de plasma humano diluido con 1xPBS a 15 ml, y la columna se
incubd en un rotador durante la noche a 4°C, o a temperatura ambiente durante 2 horas.

3. La columna se lavé 4 veces con 20 ml de 1xPBS.

4. Se eluy6 IgG con 20 ml de tampon de glicina/HCI 0,1 M a pH 2,7, y se recogié en un tubo que contenia 1,2
ml de Tris 1M de pH 8,5 para la neutralizacion.

5. Se afiadieron 10 ml de 1xPBS (pH 7,4) al producto eluido neutralizado para minimizar la precipitacion
debida a la alta concentracion de IgG.

6. La IgG purificada se someti6 a dialisis dos veces frente a 4 litros de 1xPBS en un casete de dialisis de corte
de 10 kDa (Pierce Num. Cat. 66456).

7. La concentracion de IgG se determiné midiendo la absorbancia a 280 nm en un espectrometro fotografico
Nanodrop (Thermo Scientific).

Purificacion de afinidad

1. El HBsAg se conjugo con biotina (Pierce Num. Cat 20217) siguiendo los protocolos del fabricante. El
antigeno conjugado se sometio a dialisis extensamente en 1xPBS.

2. Se incubaron 2 mg de antigeno conjugado con biotina con 5 ml de esferas magnética de estreptavidina
(Thermo Scientific Num. Cat. 8816) durante la noche a 40°C o durante dos horas a temperatura ambiente en
un rotador. Las esferas se enjuagaron con 1xPBS dos veces, a continuacion se dividieron en nueve tubos de
1,5 ml.

3. La eficacia de la inmovilizacién del antigeno sobre las esferas se evalué mediante Elisa HBsAg y mostré
consistentemente una union superior a 80%.

4. A cada tubo que contenia antigeno inmovilizado, se le afiadié 1 mg de IgG purificada con proteina G de un
solo donante, las esferas se resuspendieron completamente mediante agitacion vorticial y se incubaron

64



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 666 301 T3

mediante rotacion a temperatura ambiente durante 15 minutos.

5. Los tubos se colocaron en una gradilla magnética, se separ6 el sobrenadante y las esferas se lavaron 5
veces con 1 ml de 1xPBS.

6. Después de la ultima etapa de lavado, se aplicaron 0,9 ml de tampén de glicina-HCI 0,1 M a pH 1,8 a un
tubo, se sometieron a agitacion vorticial y se incubaron a temperatura ambiente durante 5 minutos. Después
de 5 minutos, el primer tubo se coloco en la gradilla magnética, a continuacion se retirdé el tampén acido del
tubo y se coloco en un segundo tubo. Este procedimiento se repitid hasta que se incubaron los nueve tubos
con el tampdn acido. La IgG eluida finalmente se recogié en un tubo que contenia 0,14 ml de Tris 1M de pH
8,5 para la neutralizacion.

7. Después de que cada tubo se sometié a elucion, las esferas se lavaron con 1xPBS dos veces antes de
reiniciar la purificacion de la etapa en la que se afiadié 1 mg de IgG purificada con proteina G a las esferas. El
procedimiento se repitid varias veces para generar suficiente material para el tratamiento con proteasa antes
del analisis de MS.

lll. Espectrometria de masas

El analisis de espectrometria de masas se realizé6 como se describid anteriormente. Brevemente, después de la
digestion con una proteasa (p.ej., tripsina) y/o un reactivo de escisiéon quimica de proteina (p.ej., bromuro de
cianogeno), se realizé un analisis de espectrometria de masas sobre los péptidos. Los espectros MS2 resultantes se
correlacionaron con los espectros teéricos MS2 derivados de la informacion en la base de datos de material
genético, con el fin de identificar las secuencias genéticas que codifican anticuerpos que se unen especificamente al
antigeno de superficie pequefio del virus de la hepatitis B.

IV. Expresion e identificacion de anticuerpos monoclonales

Se expresaron en un formato combinatorio 24 distintos clones de region variable de cadena pesada (gamma), 20
clones de region variable de cadena kappa distintos y 10 clones de region variable de cadena lambda distintos y se
escrutaron para determinar la actividad de unién especifica de antigeno (Véanse las Tablas 14-15, donde se
incluyen clones de cadena gamma se indican en la columna vertical mas a la izquierda y los clones de cadena ligera
se indican en la fila horizontal superior). Cada cadena gamma se emparejé con cada cadena ligera (kappa y lambda)
para expresar anticuerpos por medio de transfeccion transitoria de células HEK293E en placas de cultivo tisular
convencional de 96 pocillos.

El anticuerpo que se secretd a partir de las células transfectadas en cada pocillo se escruté para determinar su unién
al antigeno de superficie de hepatitis B recombinante purificado (subtipo HBsAg-adw adquirido de Prospec, Ness-
Ziona, ISRAEL) mediante un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA). Se recubrieron placas de ELISA
de 96 pocillos de alta union (Costar-3369) con 50 pl/pocillo de HBsAg diluido en tampén de carbonato a 2 ug/mi
incubando a 37°C durante dos horas y a continuacién se bloquearon con 300 pl/pocillo de leche en polvo al 5% en
solucion salina tamponada con fosfato (PBS) incubando a 37°C durante una hora. El sobrenadante de las células
HEK293E transfectadas transitoriamente se diluyé cinco veces en leche al 5% en PBS con Tween 20 al 0,05%
(PBS-T), a continuacion se aplicaron 50 pl del sobrenadante diluido a cada pocillo de placas de ELISA recubiertas
con HBsAg. Para evaluar la unién no especifica, también se aplicéd el mismo sobrenadante a placas recubiertas solo
con leche al 5% en PBS. Después de la adicion del sobrenadante, las placas de ELISA se incubaron a 37°C durante
2 horas seguido de 3 lavados con 250 pl/pocillo de PBS-T. Para detectar cualquier union del anticuerpo, se
afiadieron a cada pocillo 50 pl/pocillo de anti-IgG humana conjugada con peroxidasa de rabano (HRP) diluida 4000
veces en PBS-T y se incubaron a 37°C durante una hora. Las placas se lavaron 6 veces como se describid
anteriormente, y a continuacién se afadieron 50 pl/pocillo de un sustrato cromogénico para HRP, 3,3'5,5-
Tetrametilbenzidina, que se neutralizé con 50 pl/pocillo de acido aproximadamente 10 minutos después. La sefal del
sustrato cromogénico neutralizado con acido se midié mediante absorbancia (densidad 6ptica) a 450 nm.

Las Tablas 14-15 muestran los valores obtenidos de la absorbancia de las placas de HBsAg de las cuales se resto
la absorbancia de las placas que solo tenian leche en cada pocillo. Las siguientes muestras de sobrenadante se
utilizaron como controles (los valores son promedios de dos pocillos independientes en cada caso): positivo =
sobrenadante de la transfeccion de la cadena pesada y ligera del anticuerpo humano anti-HBsAg; negativo =
sobrenadante de células transfectadas solo con PEI. Los pocillos con sefial mayor que la sefal de control negativo
10-20 veces, 20-40 veces y mas de 40 veces se indican en tonos crecientes de color gris. Treinta permutaciones
pesada-ligera mostraron una fuerte reactividad con HBsAg, mas de 40 veces el fondo en dos o mas de cuatro
pocillos, 26 estaban entre 20 y 40 veces el fondo, y 18 estaban entre 10 y 20 veces el fondo (uno de los 18,
expresado como una combinacion de la cadena gamma EVUGG, que se muestra con * en la tabla, y a continuacion
se descubrié que la cadena AKUOL lambda no era reactiva). Por tanto, de los 24 clones de cadena gamma de
region variable distintos sometidos a ensayo, 17 expresaron anticuerpos especificos de HBsAg cuando se
emparejaron con al menos uno de los 30 clones de cadena ligera sometidos a ensayo.
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Tabla 14 continuacion
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Tabla 14 continuacion
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En este ejemplo, a un sujeto humano se le administra una vacuna que comprende un antigeno de interés, y se
toman muestras de sangre antes de la vacunacion (semana 0) y a continuacion las semanas 1y 2. Las muestras
subsiguientes se toman a intervalos de 4 semanas hasta la semana 52. Las PBMC se aislan como se describe en el
Ejemplo 8 y se crioconservan en DMSO al 20% en suero bovino fetal o se procesan inmediatamente para el
aislamiento de células B. Las muestras de plasma se almacenan a -80°C para su posterior analisis por
espectrometria de masas. Para cada muestra, las PBMC y el plasma se procesan como se describe a continuacion
para evaluar la poblacion de anticuerpos especificos de antigeno a lo largo del tiempo después de la vacunacion.
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I. Generacion de las secuencias de acidos nucleicos.
Aislamiento de células B, de memoria y totales especificas de antigeno y purificacion de ARN

Para el aislamiento de células B, se utiliza un método de seleccion negativa para eliminar todas las células no B de
las PBMC utilizando el kit Dynabeads Untouched B-cell Isolation de Invitrogen (Invitrogen Num. Cat. 1 13-5 ID)
siguiendo el protocolo del fabricante. La poblacion resultante de células B no marcadas se procesa adicionalmente
para aislar células B especificas de antigenos o de memoria.

Para el aislamiento de células B especificas de antigeno, se incuban células B no marcadas totales con antigeno
biotinilado que se inmoviliza sobre esferas magnéticas de estreptavidina (Pierce-Thermo Scientific Num. cat. 88816)
en un rotador a temperatura ambiente durante 20 minutos. Las esferas que contienen cualquier célula B que se une
a antigeno se lavan a continuacion dos veces con 1xPBS. Las esferas lavadas se resuspenden en tampodn de lisis
RLT del kit RNeasy de Qiagen (con un suplemento de B-mercaptoetanol al 1%) para el aislamiento del ARN.

Para el aislamiento de células B de memoria, las células CD27+ e IgG+ de superficie se aislan del total de células B
no marcadas utilizando kits MACS de Miltenyi para el aislamiento de células CD27+ e IgG+ de superficie (Miltenyi
Biotec (Auburn, CA) Num. Cat. 130-051-601 y 130-047-501). Para aislar simultdneamente las células B CD27+ y
slgG1", se afiaden anticuerpos conjugados con esferas magnéticas a ambos marcadores de superficie celular al
mismo tiempo durante la etapa de incubacion. Tras la purificacion, las células B de memoria se centrifugan a 300xg
durante 10 minutos, y a continuacién se lisan en tampén RLT para ARN como se describié anteriormente para el
aislamiento de ARN.

El ARN se purifica a partir de células seleccionadas utilizando el kit RNeasy de Qiagen (Qiagen Num. Cat. 74104)
siguiendo el protocolo del fabricante. El tratamiento con ADNasa | en columna se lleva a cabo para eliminar el ADN
gendmico contaminante mediante la incorporacion de una etapa de digestion de ADNasa I. Después del lavado con
tampon RW1, la ADNasa | (Qiagen Num. Cat. 79254) diluida en tampén RDD se aplica a la columna de purificacion
de ARN y se incuba durante 20 minutos a temperatura ambiente. La columna se lava una vez mas con tampén RW1,
seguido de dos lavados con tampdn RPE, y el ARN se eluye con 30 o 50 yl de agua. La concentracion del ARN se
determina por la absorbancia medida en un espectrofotometro Nanodrop (Thermo Scientific) a una longitud de onda
de 450 nm.

Sintesis de ADNc y generacion de amplicones mediante PCR

El ARN aislado de las células B de memoria o especificas de antigeno se somete en primer lugar a transcripcion
inversa como se describe en el Ejemplo 8. Los amplicones de las regiones variables de la cadena pesada, kappa y
lambda para la secuenciacion se generan por PCR de la siguiente manera. Para la amplificacion de la cadena
pesada, se ejecutan para cada muestra de ADNc cuatro reacciones independientes (cada una especifica para
familias de genes de Vu1 'y 7; VW2, 5y 6; Vu3; y Vu4) utilizando los cebadores descritos en el Ejemplo 8 para
preservar la distribucion natural de la frecuencia del transcrito génico de Vy en la reserva de células B. Para la
amplificacion de la cadena kappa y lambda, se ejecuta una Unica reaccion para cada cadena para cada muestra de
ADNCc. Para cada reaccion, se utiliza una mezcla equimolar de cebadores directos con la misma concentracién de
cebadores inversos. La amplificacion se realiza con cebadores de fusién compatibles para 454 Sequencing (Roche)
mediante la plataforma Lib-L. Los cebadores inversos estan disefiados para hibridar con el extremo 5' de la region
constante de cada cadena. Estos cebadores contienen las secuencias del cebador Lib-L B y MID de modo que las
lecturas de secuenciacion comienzan desde el extremo 5' de cada region constante (en sentido inverso) y en el
extremo 3' de la region variable. Para las cadenas pesadas y kappa, se utiliza un Unico cebador inverso para cada
MID, mientras que para la cadena lambda, se requieren dos cebadores inversos distintos para cada MID.

La amplificacién mediante PCR se realiza utilizando la polimerasa Phusion Hot Start || de Finnzyme (Thermo
Scientific Nim. Cat. F-540S) donde la mezcla y las condiciones de reaccion se preparan como se describe en el
Ejemplo 8.

Para garantizar la ausencia de cualquier amplificacion falsa del molde contaminante en cualquiera de los reactivos,
se preparan reacciones duplicadas para cada mezcla (cuatro reacciones separadas para la cadena pesada, y una
para cada cadena ligera) donde el molde de ADNc se sustituye por agua. Estas reacciones de control negativo sin
molde se ejecutan al mismo tiempo que las muestras que contienen el molde. Al completar el programa de PCR, se
analizan 3 pl de cada reaccion (incluyendo los controles negativos) mediante electroforesis en un gel de agarosa-
TAE al 1,5% para determinar la presencia de los amplicones (aproximadamente 540 pb para la cadena pesada,
aproximadamente 485 pb para la cadena kappa y aproximadamente 510 pb para cadena lambda) cuando se afiade
el molde a la reaccién, pero no en ausencia de ADNc.

Para preservar el emparejamiento analogo de las cadenas de anticuerpos durante la secuenciacion, las células B
aisladas se someten a encapsulacion de células individuales utilizando encapsulacion de microgotas de células
individuales (Raindance Technologies, Inc., Lexington, MA). Las células B encapsuladas a continuacién se fusionan
con un reactivo de RT-PCR de una sola célula (el reactivo comercializado por Qiagen, como Num. Cat. 210210) con
cebadores de amplificacion para generar productos de PCR de cadena pesada y ligera unidos a partir de cada célula
B individual. Se utiliza PCR de solapamiento (Meijer P. J. et al., J. Mol. Biol. 358(3):764-72, 2006) para unir los
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productos de PCR de cadena pesada y ligera en un solo ADN para preservar los pares de cadenas de anticuerpos
mediante la secuenciacion aguas abajo.

Purificacion, analisis, cuantificacion y preparacion de amplicones para la secuenciacion 454

Para eliminar el exceso de cebadores y/o dimeros de cebadores en las muestras de PCR, los amplicones se
purifican utilizando esferas magnéticas Agentcourt Ampure (Beckman Coulter Num. Cat. A63881) siguiendo el
protocolo del fabricante (000387v001). Para la cadena pesada, las cuatro reacciones (VH1/7, VH2/5/6, VH3, VH4) se
agrupan y se purifican como una muestra, por lo que se purifican un total de tres muestras de amplicon (cadenas
pesada, kappa y lambda) para cada amplificacién de ADNc. El protocolo para la purificacién de Ampure se modifica
al realizar las purificaciones en microtubos uUnicos de 1,5 ml utilizando una gradilla magnética genérica que es
adecuada para tubos de 1,5 ml en lugar de en un formato de placa de 96 pocillos. Todos los volimenes y otros
procedimientos son los descritos en el protocolo. Los amplicones eluidos después de la purificacion Ampure se
analizan después para determinar la pureza y ausencia de cualquier especie de ADN contaminante en el
Bioanalizador Agilent 2100 utilizando el chip de ADN de alta sensibilidad (Num. Cat. 5067-4626 de Agilent
Technologies) siguiendo el protocolo del fabricante.

Una vez que se verifica la pureza de los amplicones, la concentracion del ADN se cuantifica en un fluorémetro
utilizando Quant-iT PicoGreen dsDNA Assay Kit (Invitrogen Num. Cat. P7589) como se describe en el protocolo del
fabricante. EI ADN de Lambda proporcionado en el kit se utiliza como un patron de concentracién con el que se
generd una curva convencional de 100 ng/pocillo a 1,56 ng/pocillo. La fluorescencia de cada amplicdn diluido 100
veces en tampén TE se mide por duplicado, y la concentracion de ADN se determina de acuerdo con la porcion
lineal de la curva patrén. Todas las medidas de fluorescencia se realizan en placas de color negro de 96 pocillos.
Utilizando el tamarfio aproximado en pares de bases de cada tipo de cadena (pesada-540 pb, kappa-485 pb y
lambda-510 pb), se utiliza la siguiente férmula para determinar la concentracion:

Concentracion de cada amplicon (moléculas/pl) =
[conc. de la muestra (ng/pl)*6,022x1023]/[656,6x‘|09*longitud del amplicon (pb)]

Cada amplicon se normalizé a 1 X 107 moléculas/ul, a continuacion se mezcld a una razén de Hc:Kc;Lc de 3:3:1 en
volumen, se sometié a agitacion vorticial y finalmente se diluyé 1:10 para obtener una 15 concentracion final de la
mezcla a 1x10° moléculas/pl.

Amplificacion mediante PCR en emulsién, enriquecimiento de esferas, recuento de esferas y secuenciacion

La PCR en emulsion se realiz6 siguiendo el protocolo publicado 454: "emPCR Amplification Method Manual - Lib-L"
(Edicion: mayo de 2010 (Rev. abril de 2011)) con las 20 modificaciones descritas en el Ejemplo 8.

Una vez que las esferas de secuenciacion se enriquecen, a partir del Etapa 3.7 del "emPCR Amplification Method
Manual - Lib-L", las esferas se cuentan en el Contador de particulas Z2 de Beckman Coulter, y la concentracion de
esferas se calcula como:

Concentracion de esferas = [Lectura media del contador de particulas * 4] cuentas/pl

Las esferas enriquecidas de la PCR en emulsion se secuencian en 454 Sequencer (Roche) siguiendo el protocolo de
secuenciacion 454: "Sequencing Method Manual - GS Junior Titanium Series" - Mayo de 2010 (Rev. Junio 2010)

Il. Generacion de fragmentos de péptidos:
Purificacion de IgG especifica de antigeno a partir de plasma de donante humano
Escrutinio para determinar reactividad al antigeno.

La reactividad de la IgG plasmatica al antigeno o antigenos de interés se somete a ensayo mediante ELISA.
Brevemente, las placas de 96 pocillos de alta union (Costar Num. Cat.) se recubren con 100 pl/pocillo de antigeno a
2 pg/ml disuelto en tampoén de carbonato a 37°C durante dos horas o 4°C durante la noche. Las placas se enjuagan
tres veces con PBS-Tween (0,1%), a continuacién se bloquean con 300 pl/pocillo de leche en polvo al 5% sin grasa
en PBS-Tween a 37°C durante 1 hora. Las muestras de plasma se diluyen 1/100, 1/500 y 1/1000 y 1/2000 en leche
al 5% en PBS-Tween, y se afiaden 100 pl de cada dilucién en duplicados de pocillos bloqueados de la placa de 96
pocillos y se incuban durante 2 horas a 37°C. Las placas se lavan tres veces con 1x PBS-TWEEN y se afiade
anticuerpo anti-lgG humana conjugado con peroxidasa de rabano picante (Southern Biotech 2040-05) diluido 1/4000
en PBS-Tween a cada pocillo (100 pl) y se incuba a 37°C por una hora. Las placas se lavan 6 veces con PBS-
Tween y se desarrollan mediante la adicion de 50 pl de solucion de sustrato TMB (BioFX Num. Cat. TMBW-1000-
01), seguido de 50 pl de solucién de parada (BioFX Num. Cat. STPR1000-01). Las sefiales se miden a una densidad
optica de 450 nm. Se observa que los titulos séricos generalmente aumentan con el tiempo después de la
vacunacion.
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Purificacion de IgG especifica de antigeno a partir de IgG plasmatica total

Las IgG totales se purifican de cada muestra de suero utilizando Proteina G como se describe en el Ejemplo 8. Las
IgG purificadas se someten a didlisis dos veces contra 4 litros de 1xPBS en un casete de dialisis de corte de 10 kDa
(Pierce Num. Cat. 66456), y la concentracion de IgG se determina midiendo la absorbancia a 280 nm en un
espectrometro fotografico Nanodrop (Thermo Scientific). La IgG purificada con Proteina G se purifica a continuacion
por afinidad utilizando esferas unidas al antigeno como se describe en el Ejemplo 8. Los anticuerpos purificados por
afinidad de cada muestra se recogen para el analisis de espectrometria de masas.

lll. Espectrometria de masas

El analisis de espectrometria de masas se realiza como se describid anteriormente. Brevemente, después de la
digestion con una proteasa (p.ej., tripsina) y/o un reactivo de escision quimica de proteina (p.ej., bromuro de
ciandgeno), se realiza un analisis de espectrometria de masas sobre los péptidos. Los espectros MS2 resultantes se
correlacionan con los espectros tedricos MS2 derivados de la informacion de la base de datos de material genético,
con el fin de identificar las secuencias genéticas que codifican anticuerpos que se unen especificamente al antigeno
de interés. Determinando las secuencias de los anticuerpos en las muestras, se determina la composicion de la
poblacion de anticuerpos especificos de antigeno en el sujeto en multiples puntos temporales después de la
vacunacion.

Ejemplo 10

Este Ejemplo describe la produccion de anticuerpos humanos especificos de antigeno utilizando un animal
transgénico que expresa genes de anticuerpos humanos.

Los ratones XMG1-KL de la cepa XENOMOUSE (Amgen, Thousand Oaks, CA) tienen inactivada su maquinaria de
anticuerpos enddgenos de ratén y contienen loci de cadena pesada y ligera de inmunoglobulina humana (Jakobovits
et al., 2007, Nature Biotechnol., 25:1134-43) Estos ratones producen anticuerpos IgGIK e IgG IX completamente
humanos. Los ratones se inmunizan con un antigeno humano de interés, y se generan una base de datos de
material genético y una base de datos de péptidos utilizando los siguientes métodos.

|. Base de datos de material genético:
Aislamiento de células.

Los bazos de ratones inmunizados se lavan cinco veces con 5 ml de RPMI/FCS al 10% utilizando una jeringa y una
aguja 21G. Las células se congelan en FCS al 90%/DMSO al 10%. Se aislan un total de 50 - 100 x 10° células de
cada bazo.

Aislamiento de ARN y sintesis de ADNc.

El ARN total se aislé a partir de esplenocitos de acuerdo con el protocolo del fabricante utilizando QIAshredder
(Qiagen Num. Cat. 79654) y RNeasy mini kit (Qiagen, Hilden, Alemania, Num. Cat. 74104). El ARN se trata con
ADNasa en columna segun un protocolo de secuenciacién de nueva generacion convencional. La concentracion
total de ARN se mide utilizando un espectrofotémetro ND-1000 (NanoDrop, disponible comercialmente de Thermo
Scientific, Wilmington, DE).

El ARN aislado se utiliza para la sintesis de ADNc de primera hebra mediante transcripcién inversa 30 utilizando el
sistema Thermoscript RT-PCR (Invitrogen (parte de Life Technologies), Carlsbad, CA Num. Cat. | 1146-024). El
ADNC se sintetiza utilizando 1,5 ug de ARN y cebador oligo dT de acuerdo con el protocolo del fabricante.

Amplificacion de VH y VL.

Los amplicones de las regiones variables de la cadena pesada, kappa y lambda para secuenciacion se generan
mediante PCR de la siguiente manera utilizando cebadores especificos para secuencias de anticuerpos humanos
como se describe en el Ejemplo 8. Para la amplificaciéon de cadena pesada, cuatro reacciones independientes (cada
una especifica para familias de genes de Vu1y 7; Vu2, 5y 6; Vu3; y Vué) se ejecutan para cada muestra de ADNc
para preservar la distribucion natural de la frecuencia del transcrito génico de VH en la reserva de células B. Para la
amplificacion de la cadena kappa y lambda, se ejecuta una Unica reaccion para cada cadena para cada muestra de
ADNCc. Para cada reaccion, se utiliza una mezcla equimolar de cebadores directos con la misma concentracién de
cebadores inversos. La amplificacion se realiza con cebadores de fusién compatibles para 454 Sequencing (Roche)
mediante la plataforma Lib-L. Los cebadores inversos estan disefiados para hibridar con el extremo 5' de la region
constante de cada cadena. Estos cebadores contienen las secuencias del cebador Lib-L B y MID de modo que las
lecturas de secuenciacion comienzan desde el extremo 5' de cada region constante (en sentido inverso) y en el
extremo 3' de la region variable. Para las cadenas pesada y kappa, se utiliza un tnico cebador inverso para cada
MID, mientras que para la cadena lambda, se requieren dos cebadores inversos distintos para cada MID.

La amplificacién mediante PCR se realiza utilizando la polimerasa Phusion Hot Start || de Finnzyme (Thermo
Scientific Num. Cat. F-540S) donde la mezcla y las condiciones de reaccion se configuran como se describe en el
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Ejemplo 8.

Para garantizar la ausencia de cualquier amplificacion falsa del molde contaminante en cualquiera de los reactivos,
se preparan reacciones duplicadas para cada mezcla (cuatro reacciones separadas para cadena pesada, y una para
cada cadena ligera) donde el molde de ADNc se sustituye por agua. Estas reacciones de control negativo sin molde
se ejecutan al mismo tiempo que las muestras que contienen el molde. Al completar el programa de PCR, se
analizan 3 pl de cada reaccion (incluyendo los controles negativos) mediante electroforesis en un gel de agarosa
TAE al 1,5% para la presencia de los amplicones (aproximadamente 540 pb para la cadena pesada,
aproximadamente 485 pb para la cadena kappa y aproximadamente 510 pb para cadena lambda) cuando se afiade
el molde a la reaccion, pero no en ausencia de ADNc. Los productos de PCR se purifican de acuerdo con el
protocolo del fabricante utilizando AMPure XP (Agencourt; Beckman Coulter Genomics, Brea, CA, Num. cat.
A63881) y se analizan utilizando un Agilent 2100 Bio Analyzer.

Las secuencias de los productos de PCR se traducen a continuacion a las secuencias de aminoacidos
pronosticadas, que a continuacion se digieren tedricamente (p.ej., con una proteasa y/o un reactivo de escision
quimica de proteina) para producir fragmentos peptidicos virtuales. Estos fragmentos peptidicos virtuales se utilizan
a continuacion para generar los espectros de masas pronosticados.

Generacion de espectros de masas reales a partir de fragmentos de péptidos de anticuerpos policlonales:

Los anticuerpos policlonales se purifican a partir de los sueros y/o plasma de los ratones. Para purificar los
anticuerpos, se utilizan los siguientes métodos:

Purificacion con proteina-G:

Se afiade 1 ml de esferas magnéticas de proteina G (Millipore (Billerica, MA), Nim. Cat. LSKMAGG10) a cada uno
de cuatro tubos coénicos de 15 ml (Falcon (BD Biosciences, Franklin Lake, NJ), Num. Cat. 352097). Las esferas de
cada tubo se lavan dos veces con 10 ml de soluciéon salina tamponada con fosfato de pH 7,4, Tween-20 al 0,05%
(PBST) y tres veces con 10 ml de PBS. Los sueros de tres ratones (ID 1262-2, 1262-4, 1263-4) se agrupan y se
diluyen diez veces hasta un volumen final de 20 de 6 ml en PBS. A continuacion, se afiaden 1,5 ml del suero diluido
combinado a cada tubo de esferas y se incuba durante la noche a 4°C. El flujo continuo se recoge y pasa por el
procedimiento de purificacion otras dos veces. Después de recoger el flujo continuo, cada tubo se lava dos veces
con 10 ml de PBST y tres veces con 10 ml de PBS. A continuacioén, cada tubo se incuba a 4°C durante 30 minutos
con 0,5 ml de glicina 0,1 M de pH 2,7 para eluir la IgG. La elucion es 25 repetida cinco veces. Todos los eluatos se
neutralizan con Tris 1M de pH 8,5, se someten a dialisis durante la noche frente a PBS y se mide la concentracion
de proteina con un espectrofotdémetro ND-1000 (Nanodrop). En total, se purifican aproximadamente 2,5 mg de IgG.

Preparacion de la columna de antigeno:

Se lavan tres veces 5,0 mL de esferas magnéticas de estreptavidina (SA) de nueva aportacion (Pierce, Num. Cat.
88817) con 10 ml de PBS, y se incuban durante la noche a 4°C con 105 uL de una provision de partida de 20 mg/ml
del antigeno de interés conjugado con biotina diluida en 5,0 mL de PBS. El flujo se desecha, y las esferas se lavan
tres veces con 10 ml de PBS y se dividen en alicuotas en diez tubos de 1,7 ml de baja unién (Axygen (Union City,
CA), Nim. Cat. MCT-175-L-C). Las esferas en alicuotas se colocan en una gradilla magnética (Invitrogen,
DynaMag), y el PBS se elimina antes de agregar los sueros diluidos.

Purificacion especifica del antigeno:

La IgG purificada con proteina G anterior se afiade a las esferas magnéticas de SA acopladas con antigeno
biotinilado. Después de una noche de incubacion a 4°C, se recoge el flujo continuo y las esferas se lavan con un
total de 10 ml de cada uno de los siguientes tampones, en serie:

PBS

Tampon RIPA (es decir, tampdn de ensayo de radioinmunoprecipitacion; Alcaraz et al.,./. Vet. Diagn. Invest.
2(3):191-196, 1990; Ngoka, L.C., Proteome Sci. 6 (1): 30, 2008)

Acetonitrilo al 20% en PBS

Etilenglicol al 60% en PBS

NaCl 0,5M en PBS

PBS (es decir, solucién salina tamponada con fosfato)

A continuacion la IgG se eluye con 5 fracciones de 1,5 ml de glicina 0,1 M de pH 3,5, a continuacion 5 fracciones de
1,5 ml de glicina 0,1 M de pH 2,7, a continuacién 5 fracciones de 1,5 ml de glicina 0,1 M de pH 1,8 y se neutraliza
con Tris 1 M de pH 8,5. Los eluatos se someten a ensayo para determinar la reactividad al antigeno de interés
utilizando placas de 96 pocillos recubiertas con el antigeno. Las fracciones con actividad se cuantifican mediante
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ELISA (Thermo, Num. cat. 23300) y se analizan para determinar la reactividad del antigeno mediante transferencia
Western. Las fracciones con la reactividad mas limpia se analizan mediante espectrometria de masas.

Espectrometria de masas

El analisis de espectrometria de masas se realiza como se describid anteriormente. Brevemente, después de la
digestion con una proteasa (p.ej., tripsina) y/o un reactivo de escisiéon quimica de proteina (p.ej., bromuro de
ciandgeno), se realiza un analisis de espectrometria de masas sobre los péptidos. Los espectros de MS2 resultantes
se correlacionan con los espectros tedricos MS2 derivados de la informacién en la base de datos de material
genético, con el fin de identificar las secuencias genéticas que codifican anticuerpos que se unen especificamente al
antigeno de interés.

Expresion e identificacion de anticuerpos monoclonales

Los clones de la region variable de la cadena pesada (gamma) diferenciados, los clones de la regién variable de la
cadena kappa y los clones de la regién variable de la cadena lambda se expresan en un formato combinatorio y se
escrutan para determinar la actividad de union especifica del antigeno. Cada cadena gamma se empareja con cada
cadena ligera (kappa y lambda) para expresar anticuerpos mediante transfeccion transitoria de células HEK293E en
placas de cultivo de tejidos de 96 pocillos convencionales.

El anticuerpo que se secreta a partir de las células transfectadas en cada pocillo se escruta para determinar la unién
al antigeno recombinante purificado mediante el ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA), como se
describié anteriormente. Varios emparejamientos de las cadenas pesada y ligera dan como resultado anticuerpos
que se unen especificamente a las placas recubiertas de antigeno. Estos pares de cadena pesada y ligera se
seleccionan, dando como resultado la produccién de anticuerpos completamente humanos que se unen
especificamente al antigeno humano de interés.

Equivalentes

Los expertos en la técnica reconoceran, o podran determinar, utilizando no mas que la experimentacién de rutina,
numerosos equivalentes a las realizaciones especificas descritas especificamente en la presente memoria. Se
pretende que dichos equivalentes estén incluidos en el alcance de las siguientes reivindicaciones.

ENUNCIADOS DE LA DESCRIPCION

A. Un método para obtener secuencias de nucledtidos o secuencias de aminoacidos de cadenas pesadas o ligeras
de inmunoglobulinas que se unen especificamente a un antigeno, que comprende: (a) proporcionar secuencias de
acido nucleico que codifican cadenas de inmunoglobulina o regiones variables de las mismas de al menos un
animal; (b) obtener una poblaciéon de inmunoglobulinas policlonales que se unen especificamente a un antigeno, y
obtener informacion de los espectros de masas de fragmentos peptidicos de cadenas pesadas o cadenas ligeras o
regiones variables de las mismas de dicha poblacion; (c) correlacionar la informacion de espectros de masas de los
fragmentos peptidicos con informacién pronosticada de los especiros de masas de las secuencias de acidos
nucleicos, dicha informaciéon pronosticada de los espectros de masas derivada de secuencias de aminoacidos
pronosticadas codificadas por dichas secuencias de acidos nucleicos, para identificar secuencias de nucleétidos o
secuencias de aminoacidos de cadenas de inmunoglobulina (o regiones variables de las mismas) que comprenden
los fragmentos peptidicos; y (d) seleccionar entre las secuencias de nucledtidos identificadas o secuencias de
aminoacidos de cadenas de inmunoglobulina (o regiones variables de las mismas) basandose en la cobertura de la
secuencia de aminoacidos de las cadenas de inmunoglobulina o fragmentos de las mismas por los fragmentos
peptidicos, para obtener secuencias de nucledtidos o secuencias de aminoacidos de cadenas pesadas o ligeras de
inmunoglobulinas que se unen especificamente a un antigeno.

B. El método del enunciado A, en donde dicho al menos un animal de la etapa (a) es un animal expuesto al
antigeno.

C. El método del enunciado A, en donde las secuencias de acidos nucleicos son secuencias de acidos nucleicos
expresadas.

D. El método del enunciado A, en donde las secuencias de acido nucleico que codifican cadenas de inmunoglobulina
(o regiones variables de las mismas) se obtienen de dicho al menos un animal: (1) aislando moléculas de acido
nucleico de gldbulos blancos de dicho al menos un animal; y (2) amplificando la cadena de inmunoglobulina (o
region variable de la misma) que codifica las moléculas de acido nucleico utilizando cebadores especificos para
secuencias de polinucledtidos adyacentes a dicha cadena de inmunoglobulina (o regién variable de la misma que
codifica las moléculas de acido nucleico, y (3) obteniendo secuencias de nucleétidos de dichas moléculas de acido
nucleico amplificadas que codifican cadenas de inmunoglobulina (o regiones variables de las mismas).

E. El método del enunciado D, en donde las moléculas de acido nucleico que codifican los polipéptidos son
moléculas de ARN y dicha etapa de amplificacion incluye una etapa de transcripcién inversa inicial.
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F. El método del enunciado D, en donde dichas secuencias de polinucleétidos adyacentes a dicha cadena de
inmunoglobulina (o region variable de la misma que codifica las moléculas de acido nucleico se seleccionan del
grupo que consiste en genes de inmunoglobulina que flanquean ADN gendmico, secuencias de polinucleétidos que
codifican regiones constantes de cadena de inmunoglobulina, y secuencias de polinucleétidos que codifican para la
region del marco de la cadena de inmunoglobulina.

G. El método del enunciado A, en donde la informacion del espectro de masas pronosticado se obtiene utilizando un
método que comprende las etapas de: (i) realizar un resumen tedrico de secuencias de aminoacidos pronosticadas
codificadas por secuencias de nucleétidos de las secuencias de acido nucleico con una o mas proteasas y/o uno o
mas reactivos de escision quimica de proteinas para generar fragmentos de péptidos virtuales; y (ii) crear espectros
de masas pronosticados de dichos fragmentos peptidicos virtuales.

H. El método del enunciado A, en donde las secuencias de acido nucleico de la etapa (a), las secuencias de
aminoacidos pronosticadas y los espectros de masas pronosticados derivados de dichas secuencias de acido
nucleico se ubican dentro de una base de datos de material genético.

I. El método del enunciado A, en donde dicha poblacion policlonal de inmunoglobulinas de la etapa (b) se obtiene a
partir de una muestra de fluido corporal o fraccién de la misma de un animal.

J. El método del enunciado I, en donde dicho fluido corporal se selecciona del grupo que consiste en sangre, fluido
cerebroespinal, fluido sinovial, fluido peritoneal, secreciones de la mucosa, lagrimas, secreciones nasales, saliva,
leche y secreciones genitourinarias.

K. El método del enunciado |, en donde el animal es un animal previamente expuesto al antigeno.

L. El método del enunciado K, en donde el animal previamente expuesto al antigeno es un animal previamente
inmunizado con el antigeno.

M. El método del enunciado I, en donde el animal es el mismo que dicho al menos un animal en la etapa (a).

N. El método del enunciado |, en donde dicha poblacién policlonal de inmunoglobulinas de la etapa (b) se purifica a
partir de dicha muestra de fluido corporal o fracciones de la misma.

O. El método del enunciado N, en donde la purificacion se consigue mediante purificacion de proteina A o proteina
G, o purificacién por afinidad basada en el antigeno.

P. El método del enunciado A, en donde dicha poblacion policlonal de inmunoglobulinas de la etapa (b) se obtiene a
partir del medio de células cultivadas in vitro.

Q. El método del enunciado A, en donde la informacién del espectro de masas de los fragmentos peptidicos de la
etapa (b) se obtiene de la poblacién policlonal de inmunoglobulinas digiriendo la poblacién con una o mas proteasas
y/o uno o mas reactivos de escisién quimica de proteinas para generar fragmentos, y someter los fragmentos
generados a analisis de espectrometria de masas.

R. El método del enunciado A, en donde la seleccion en la etapa (d) se basa en la cobertura de la secuencia de
aminoacidos de las secuencias de CDR3 de las inmunoglobulinas por los fragmentos peptidicos.

S. El método del enunciado A, en donde la seleccion en la etapa (d) se basa en la cobertura de la secuencia de
aminoacidos de las regiones variables de las inmunoglobulinas mediante los fragmentos peptidicos.

T. El método del enunciado A, en donde la seleccion en la etapa (d) se basa en la cobertura de la secuencia de
aminoacidos de las secuencias de CDR3 y la cobertura de la secuencia de aminoacidos de las regiones variables de
las inmunoglobulinas por los fragmentos peptidicos.

U. El método del enunciado A, en donde la selecciéon en la etapa (d) se basa adicionalmente en al menos un
parametro seleccionado del grupo consistente en el nimero de péptidos Unicos mapeados, la comparticion de
espectro, el recuento de péptidos totales, el recuento de péptidos Unicos, la frecuencia de las secuencias
codificantes de acidos nucleicos, y la relacion clonal.

V. Un método para crear una inmunoglobulina que se une especificamente a un antigeno, que comprende: obtener
secuencias de nucledtidos o secuencias de aminoacidos de una cadena pesada y una cadena ligera utilizando el
método del enunciado A, haciendo que dicha cadena pesada y dicha cadena ligera se basen en las secuencias de
nucledtidos o secuencias de aminoacidos obtenidas mediante técnicas recombinantes de biologia molecular o
técnicas de sintesis de genes, y el ensamblaje de dicha cadena pesada con dicha cadena ligera para crear una
inmunoglobulina que se une especificamente al antigeno.

W. El método del enunciado V, que comprende adicionalmente evaluar la inmunoglobulina en un inmunoensayo para
confirmar que dicha inmunoglobulina se une especificamente al antigeno.
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X. El método del enunciado W, en donde el inmunoensayo se selecciona del grupo que consiste en un ensayo de
citometria de flujo, un ensayo de inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA), un ensayo de transferencia Western,
un ensayo de inmunohistoquimica, un ensayo de inmunofluorescencia, un radioinmunoensayo, un ensayo de
neutralizacion, un ensayo de unién, un ensayo de afinidad, un ensayo de inmunoprecipitacién de proteinas y un
ensayo de inmunoprecipitacion de péptidos.

Y. Un método para obtener secuencias de nucledtidos o secuencias de aminoacidos de una region variable de
cadena de inmunoglobulina de una inmunoglobulina que se une especificamente a un antigeno que comprende: (a)
proporcionar secuencias de acido nucleico que codifican regiones variables de inmunoglobulina de muiltiples
inmunoglobulinas de al menos un animal; (b) obtener informacion de los espectros de masas de los fragmentos
peptidicos de las regiones variables de la cadena de inmunoglobulina de una poblacién de inmunoglobulinas
policlonales que se unen especificamente a un antigeno; (c) correlacionar informacion de espectros de masas de los
fragmentos peptidicos con informacién de espectros de masas pronosticados de las secuencias de acidos nucleicos,
dicha informacion pronosticada de los espectros de masas derivada de secuencias de aminoacidos pronosticadas
codificadas por dichas secuencias de acidos nucleicos para identificar secuencias de nucleétidos o secuencias de
aminoacidos de regiones variables de cadenas de inmunoglobulinas que comprenden los fragmentos peptidicos; y
(d) seleccionar entre las secuencias de nucledtidos o secuencias de aminoacidos identificadas de las regiones
variables de cadena de inmunoglobulina basadas en la cobertura de secuencias de aminoacidos de las regiones
variables por los fragmentos peptidicos, para obtener secuencias de nucleotidos o secuencias de aminoacidos de
regiones variables de inmunoglobulinas que se unen especificamente a un antigeno.

Z. El método del enunciado Y, que comprende adicionalmente (e) preparar las regiones variables de la cadena de
inmunoglobulina basadas en las secuencias de nucledtidos o secuencias de aminoacidos obtenidas en la etapa (d)
mediante técnicas recombinantes de biologia molecular o técnicas de sintesis de genes.

AA. El método del enunciado Z, que comprende adicionalmente (f) escrutar las regiones variables de la cadena de
inmunoglobulina con un inmunoensayo para aislar una regiéon variable de la cadena de inmunoglobulina de una
inmunoglobulina que se une especificamente al antigeno.

AB. El método del enunciado Y, en donde la cadena de inmunoglobulina es una cadena pesada.
AC. El método del enunciado Y, en donde la cadena de inmunoglobulina es una cadena ligera.

AD. Un método para crear un dominio de unién a antigeno de una inmunoglobulina que se une especificamente a un
antigeno que comprende: (a) obtener secuencias de nucleétidos o secuencias de aminoacidos de las regiones
variables de la cadena de inmunoglobulina de inmunoglobulinas que se unen especificamente a un antigeno de
acuerdo con un método del enunciado Y; y (b) ensamblar una region variable de cadena pesada de inmunoglobulina
con una region variable de cadena ligera de inmunoglobulina para crear un dominio de unién a antigeno de una
inmunoglobulina que se une especificamente al antigeno.

AE. El método del enunciado A, V, Y o AD, en donde el animal es un ser humano.
AF. El método del enunciado A, V, Y o AD, en donde el animal es un conejo o un raton.

AG. Una inmunoglobulina que se une especificamente a un antigeno creado de acuerdo con el método del
enunciado V.

AH. Una regién variable de cadena de inmunoglobulina de una inmunoglobulina que se une especificamente a un
antigeno aislado de acuerdo con el método del enunciado Y.

Al. Un dominio de unién a antigeno de una inmunoglobulina que se une especificamente a un antigeno creado de
acuerdo con el método del enunciado AD.

AJ. Una composicion que comprende la inmunoglobulina del enunciado AG y un vehiculo farmacéuticamente
aceptable.

AK. Una composicién que comprende la region variable de la cadena de inmunoglobulina del enunciado AH y un
vehiculo farmacéuticamente aceptable.

AL. Una composicion que comprende el dominio de unién a antigeno del enunciado Al y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

AM. Un método para tratar un animal que tiene o se sospecha que tiene una enfermedad caracterizada por un
antigeno de enfermedad, en donde el método comprende administrar una cantidad eficaz de una composicién del
enunciado 36, 37 o 38, en donde el antigeno y el antigeno de enfermedad son el mismo.

AN. El método del enunciado AM, en donde el animal es un ser humano.
AO. Un método para reducir la probabilidad de aparicién en un animal de una enfermedad caracterizada por la
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presencia en el animal de un antigeno de enfermedad, en donde el método comprende administrar una cantidad
eficaz de una composicion del enunciado AJ, AK o AL, en donde el antigeno y el antigeno de enfermedad son el
mismo.

AP. El método del enunciado AO, en donde la composicion comprende ademas un coadyuvante.
AQ. El método del enunciado AO, en donde el animal es un ser humano.

AR. Un método para controlar una poblacién de anticuerpo especifico de antigeno de un sujeto expuesto a un
antigeno que comprende: (a) obtener secuencias de acido nucleico que codifican cadenas de inmunoglobulina (o
regiones variables de las mismas) de inmunoglobulinas multiples de un sujeto expuesto a un antigeno; (b) obtener
informacion de los espectros de masas de fragmentos de péptidos de cadenas pesadas de inmunoglobulina y
cadenas ligeras de inmunoglobulina de una poblacién de inmunoglobulinas policlonales del sujeto que se unen
especificamente al antigeno; (c) correlacionar informacion de espectros de masas de los fragmentos peptidicos con
informacion de espectros de masas pronosticados de las secuencias de acidos nucleicos, dicha informacion
pronosticada de los espectros de masas derivada de secuencias de aminoacidos pronosticadas codificadas por
dichas secuencias de acidos nucleicos, para identificar secuencias de la poblacion de inmunoglobulinas policlonales
del sujeto que se unen especificamente al antigeno; y (d) seleccionar entre las secuencias de nucleétidos
identificadas o secuencias de aminoacidos de cadenas de inmunoglobulina (o regiones variables de las mismas)
basandose en la cobertura de la secuencia de aminoacidos de las cadenas de inmunoglobulina o fragmentos de las
mismas por los fragmentos peptidicos, para obtener secuencias de nucleétidos o secuencias de aminoacidos de
cadenas pesadas o ligeras de inmunoglobulinas que se unen especificamente al antigeno.

AS. El método del enunciado AR, en donde las secuencias de acidos nucleicos y la poblaciéon de inmunoglobulinas
policlonales corresponden cada una a un punto temporal después de la exposicion del sujeto al antigeno.

AT. El método del enunciado AR, en donde las secuencias de acidos nucleicos y la poblaciéon de inmunoglobulinas
policlonales corresponden cada una a multiples puntos temporales después de la exposicion del sujeto al antigeno.

AU. El uso de la inmunoglobulina del enunciado AG para la fabricacion de un medicamento util para tratar o reducir
la probabilidad de enfermedad en un animal caracterizado por un antigeno de enfermedad, en donde el antigeno y el
antigeno de enfermedad son el mismo.

AV. El uso de la region variable de cadena de inmunoglobulina del enunciado AH para la fabricacién de un
medicamento Util para tratar o reducir la probabilidad de enfermedad en un animal caracterizado por un antigeno de
enfermedad, en donde el antigeno y el antigeno de enfermedad son el mismo.

AW. El uso del dominio de unién a antigeno del enunciado Al para la fabricacion de un medicamento Util para tratar o
reducir la probabilidad de enfermedad en un animal caracterizado por un antigeno de enfermedad, en donde el
antigeno y el antigeno de enfermedad son el mismo.

AX. El uso de acuerdo con cualquiera de las declaraciones AU-AW, en donde el animal es un ser humano.
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<210>1

<211> 60

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucleétido sintético

<400> 1
ccatctcatc cctgcgtgtc tccgactcag acgagtgegt gatgtgaagc ttcaggagtc 60

<210> 2

<211> 60

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucledtido sintético

<400> 2
ccatctcatc cctgcgtgtc tccgactcag acgctcgaca caggtgcagce tgaaggagtc 60

<210> 3

<211> 60

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucledtido sintético

<400> 3
ccatctcatc cctgcgtgtc tccgactcag agacgcactc caggtgcagce tgaagcagtc 60

<210> 4
<211> 60
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<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucledtido sintético

<400> 4
ccatctcatc cctgcgtgtc tccgactcag agcactgtag cagttactct gaaaagagtc 60

<210>5

<211> 61

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucledtido sintético

<400> 5
ccatctecate cetgoegtgte tececgactcag atcagacacg gaggtccage tgcaacaate

t

<210> 6

<211> 60

<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucleétido sintético

<400> 6
ccatctcatc cctgegtgtc tccgactcag atatcgcgag gaggtccagce tgcagcagtc 60

<210>7

<211> 61

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucledtido sintético

<400>7
ccatctcate ccoctgegtgte tccgactcag cgtgtcteta caggtccaac tgecagecagec

t

<210> 8

<211> 60

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucledétido sintético

<400> 8
ccatctcatc cctgcgtgtc tccgactcag ctcgegtgtc gaggtgaage tggtggagte 60

<210>9

<211> 60

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucledtido sintético

<400> 9
ccatctcatc cctgegtgtc tccgactcag tctctatgeg gaggtgaagce tggtggaate 60
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<210> 10

<211> 60

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucledtido sintético

<400> 10
ccatctcatc cctgcgtgtc tccgactcag tgatacgtct gatgtgaact tggaagtgtc

<210> 11

<211> 51

<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucledtido sintético

<400> 11
cctatcccct gtgtgecttg gcagtctcag tgcagagaca gtgaccagag t 51

<210> 12

<211> 51

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucledtido sintético

<400> 12
cctatcccct gtgtgecttg gcagtctcag tgaggagact gtgagagtgg t 51

<210> 13

<211> 51

<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucledtido sintético

<400> 13
cctatcccct gtgtgecttg gcagtctcag tgaggagacg gtgactgagg t 51

<210> 14

<211> 51

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucleétido sintético

<400> 14
cctatcccct gtgtgecttg gcagtctcag tgaggagacg gtgaccgtgg t 51

<210> 15

<211> 61

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucledtido sintético

<400> 15
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ccatctcate cctgegtgte tccgactcag catagtagtg gatgttttga tgacccaaac
t

<210> 16

<211> 61

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucledtido sintético

<400> 16
ccatctcate ccoctgegtgte tccgactcag cgagagatac gatattgtga tgacgecaggce

t

<210> 17

<211> 58

<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucledétido sintético

<400> 17
ccatctcatc cctgcgtgtc tccgactcag atacgacgta gatattgtga taacccag 58

<210> 18

<211> 61

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucledtido sintético

<400> 18
ccatctcate cctgegtgte tccgactcag tcacgtacta gacattgtge tgacccaatc

t

<210> 19

<211> 61

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucleétido sintético

<400> 19
ccatctcate ccoctgegtgte tccgactcag cgtctagtac gacattgtga tgacccagtce

t

<210> 20

<211> 61

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucledtido sintético

<400> 20
ccatctcate ccoctgegtgte tccgactcag tctacgtage gatattgtge taactcagtce

t

<210> 21
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<211> 61
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucledtido sintético

<400> 21
ccatctcate cctgegtgte teccgactcag tgtactacte gatatccaga tgacacagac
t

<210> 22

<211> 61

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucledtido sintético

<400> 22
ccatctcate ccoctgegtgte tccgactcag acgactacag gacatccage tgactcagtce

t

<210> 23

<211> 61

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucledtido sintético

<400> 23
ccatctcate ccoctgegtgte tccgactcag cgtagactag caaattgtte tcacccagtce

t

<210> 24

<211> 49

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucledétido sintético

<400> 24
cctatcccct gtgtgecttg gcagtctcag cegtttcage tccagcttg 49

<210> 25

<211> 50

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucledtido sintético

<400> 25
cctatcccct gtgtgecttg gcagtctcag cegttttatt ccagcettggt 50

<210> 26

<211> 50

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucledtido sintético
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<400> 26
cctatcccct gtgtgecttg gcagtctcag ccgttttatt tccaactttg 50

<210> 27

<211> 61

<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucledétido sintético

<400> 27
ccatctcatec cctgegtgte tecgactcag tacgagtatg caggetgttg tgactcagga

a

<210> 28

<211> 51

<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucledtido sintético

<400> 28
cctatcccct gtgtgecttg gcagtctcag cttgggctga cctaggacag t 51

<210> 29

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 29
Gly Val Lys Phe
1

<210> 30

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 30
Gly val Ser Thr Asn Val
1 5

<210> 31

<211>15

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 31
Asp Pro Tyr Asp Asp Pro Thr Tyr Arg Gly Tyr Gly Met Asp Leu
1 5 10 15

<210> 32

<211>9
<212> PRT
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<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 32
Asn Pro Ala Vval Asn Thr Tyr Ala Ser
1 5

<210> 33

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 33
His Leu Phe Leu His Phe
1 5

<210> 34

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 34
His Leu Phe Leu Asn Leu
1 5

<210> 35

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 35
His Leu Phe Leu Asn Phe
1 5

<210> 36

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 36

Gly Leu Gly Tyr Val Gly Ser Ser Val Tyr Ile Val Lys Tyr Ile Asgn

1 5 10

Leu

<210> 37

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

84



ES 2 666 301 T3

<400> 37
Asp Leu Ile Arg Val Ala Gly Asp Thr Phe Tyr Asp Gly Ala Phe Asn
1 3 10 15
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<210> 38

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 38
Gly Arg Tyr Asn Gly Trp Gly Tyr Ser Asn Asp Leu
1 5 10

<210> 39

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 39
Gly Gly Gly Thr Thr Leu Tyr Thr Tyr Phe Asp Leu
1 5 10

<210> 40

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 40

Gly Leu Gly Tyr Val Gly Ser Asp Val Tyr Ile Val Lys Tyr Ile Asgn

1 5 10

Leu

<210> 41

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 41

Gly Gly Tyr Gly Tyr Gly Tyr Gly Asn Thr Asp Phe Asn Leu

1 5 10

<210> 42

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético
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<400> 42
Asp Asp Gly Gly val Arg val Asp Phe Asp Leu
1 5 10

<210> 43

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 43
Val Asp Asp Ser Gly Trp Met Pro Phe Lys Leu
1 5 10

<210> 44

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 44
Asn Val Gly Ser Ser Ser His Tyr Asn Leu Asn Leu
1 5 10

<210> 45

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 45
Asp Gly Thr Asp His Gly Phe Asn Ile Asp Leu
1 5 10

<210> 46

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 46
Ser Thr Phe Arg Asn Ser Tyr Ala Arg Leu Ala Leu
1 5 10

<210> 47

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 47

Ile Pro Tyr Gly Trp Tyr Ser Gly Gly Gly Ala Ala Pro Tyr Phe Asp
1 5 10 15

Leu
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<213> Secuencia Artificial

<220>
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<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 48
Asn Ala Ala Ile Leu
1 5

<210> 49

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 49

Ala Val Ser Asp Asn Gly Tyr Gly Met Tyr Trp Phe Asn Leu

1 5

<210> 50

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

10

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 50

Glu Leu Ala Gly Tyr Asp Val Gly Val Glu Phe

1 5

<210> 51

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

10

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 51

Ser Arg Ser Thr Ser Tyr Tyr Ile Asn Leu

1 5

<210> 52

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

10

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 52

Asp Gly Ser Asp His Gly Phe Asn Ile Asp Leu

1 5

<210> 53

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

10
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<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 53
Gly Ala Asp Ser Ile Tyr Arg Ile Tyr Phe Asp Leu
1 5 10

<210> 54

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 54
Asn Val Gly Ser Ser Ser Tyr Tyr Asn Leu Asn Leu
1 5 10

<210> 55

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 55

Gly Gly Asp Ala Gly Tyr Gly Tyr Phe Asp Ala Phe Gly Pro

1 5 10

<210> 56

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 56
Gly Gly Asp Ala Gly Tyr Gly Ser Phe Asp Ala Phe Gly Pro
1 5 10

<210> 57

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 57

Gly Leu Gly Tyr Val Gly Ser Ser Val Tyr Ile Ser Lys Tyr Ile Asgn

1 5 10

Leu

<210> 58

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 58
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Val Pro Trp Thr Gly Gly $Ser Gly Asp Ala Arg Leu Thr Arg Leu ASp

1 3 10 15
Leu

<210> 59

<211>19

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 59

Asp Leu Gly Tyr Ala Ser Tyr Ile Gly Tyr Gly Tyr Pro Ser Tyr Tyr
1 5 10 15

Phe Lys Leu

<210> 60

<211>19

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 60
Asp Leu Gly Tyr Ala Ser Tyr Arg Gly Tyr Gly Tyr Pro Ser Tyr Tyr
1 5 10 15

Phe Lys Leu

<210> 61

<211>13

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 61
Gln Gly Glu Phe Ser Cys Arg Asp Phe Asp Cys Thr Val
1 5 10

<210> 62

<211>15

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 62
Cys Gln Gly Glu Phe Ser Cys Arg Asp Phe Asp Cys Thr Val Phe
1 5 10 15

<210> 63

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético
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<400> 63

Ala Gly Gly Tyr Lys Ser Ser Gly Asp Thr Val Ser

1 5 10

<210> 64

<211>15

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 64

Tyr Cys Ala Gly Gly Tyr Lys Ser Ser Gly Asp Thr Val Ser Phe
1 5 10 15
<210> 65

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 65

Ala Gly Gly Tyr Lys Ser Thr Thr Asp Gly Ser Ala

1 5 10

<210> 66

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético
<400> 66

Cys Ala Gly Gly Tyr Lys Ser Thr Thr Asp Gly Ser Ala Phe
1 5 10
<210> 67
<211>12
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético
<400> 67

Gln Gln Gly Arg Arg Ser Val Asp Val Asp Asn Val

1 5 10
<210> 68
<211> 27
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético
<400> 68

Cys Ala Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Gly Arg Arg Ser Val
1 5 10 15
Asp Val Asp Asn Val Phe Gly Gly Gly Thr Glu

20 25
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<210> 69

<211>13

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 69
Gln Gly Glu Phe Asn Cys Asp Gly Val Gly Cys Thr Thr
1 5 10

<210>70

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 70
Tyr Cys Gln Gly Glu Phe Asn Cys Asp Gly Val Gly Cys Thr Thr Phe
1 5 10 15

<210> 71

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 71
Gly val Arg Asp Trp Gly Asp Ala Leu Asp Leu
1 5 10

<210>72

<211> 26

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 72
Gly val Arg Asp Trp Gly Asp Ala Leu Asp Leu Trp Gly Gln Gly Thr
1 5 10 15

Leu Val Thr Val Ser Ser Gly Gln Pro Lys
20 25

<210>73

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 73
Leu Tyr Asn Ser Val Val Gly Asp Asp Ile
1 5 10

<210> 74
<211> 25
<212> PRT
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<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 74

Leu Tyr Asn Ser Val Val Gly Asp Asp Ile Trp Gly Pro Gly Thr Leu

1 ] 10

val Thr val Ser Leu Gly Gln Pro Lys
20 25

<210>75

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 75
Leu Tyr Asn Ser Val Val Gly Asp Asp Met
1 5 10

<210> 76

<211> 25

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 76

Leu Tyr Asn Ser Val Val Gly Asp Asp Met Trp Gly Pro Gly Thr Leu

1 ] 10

vVal Thr val Ser Leu Gly Gln Pro Lys
20 25

<210> 77

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 77
Gly Met Pro Gly Ser Thr Ser Gly Asn Ser Asn Ile
1 5 10

<210>78

<211> 27

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 78

Gly Met Pro Gly Ser Thr Ser Gly Asn Ser Asn Ile Trp Gly Pro Gly

1 ] 10

Thr Leu Val Thr val Ser Leu Gly Gln Pro Lys
20 25

92
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<210>79

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 79
Leu Tyr Asn Ser Leu Val Gly Asp Asp Ile
1 5 10

<210> 80

<211> 25

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 80
Leu Tyr Asn Ser Leu Val Gly Asp Asp Ile Trp Gly Pro Gly Thr Leu
1 5 10 15

vVal Thr val Ser Leu Gly Gln Pro Lys
20 25

<210> 81

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 81
Lys Gly Asp Pro Gly His Pro Asn Gly Leu Phe Phe Thr Met
1 5 10

<210> 82

<211> 29

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 82
Lys Gly Asp Pro Gly His Pro Asn Gly Leu Phe Phe Thr Met Trp Gly
1 ] 10 15

Pro Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Phe Gly Gln Pro Lys
20 25

<210> 83

<211>15

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 83
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Gly Gly Gly Ser His Ser Gly Ser Ala Ile Tyr Asp Met Asp Pro
1 5 10 15

<210> 84

<211> 30

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Polipéptido sintético

<400> 84
Gly Gly Gly Ser His Ser Gly Ser Ala Ile Tyr Asp Met Asp Pro Trp
1 5 10 15
Gly Pro Gly Thr Leu Val Thr val Ser Ser Gly Gln Pro Lys
20 25 30
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<210> 85

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 85
Gly Thr Ser Arg Gly Ser Rsp Tyr Arg Leu Asp Leu
1 5 10

<210> 86

<211> 27

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 86

Gly Thr Ser Arg Gly Ser Asp Tyr Arg Leu Asp Leu Trp Gly Gln Gly

1 ] 10

Thr Leu Val Thr Vval Ser Ser Gly Gln Pro Lys
20 25

<210> 87

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 87
Gly Met Pro Ala Ser Thr Ser Gly Asn Ser Asn Ile
1 5 10

<210> 88
<211> 27

<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 88
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Gly Met Pro Rla Ser Thr Ser Gly Asn Ser Asn Ile Trp Gly Pro Gly

1 5 10
Thr Leu Val Thr Val Ser Leu Gly Gln Pro Lys

20 25

<210> 89

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 89
Asp Ala Ile Ala Asn Ile
1 5

<210> 90

<211> 21

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 90

Asp Ala Ile Ala Asn Ile Trp Gly Pro Gly Thr Leu Val Thr Val Ser

1 ] 10

Leu Gly Gln Pro Lys
20

<210> 91

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 91
Asp Lys Trp Met Val Phe Gly Asp Leu Arg Leu
1 5 10

<210> 92

<211> 26

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 92

Asp Lys Trp Met Vval Phe Gly Asp Leu Arg Leu Trp Gly Pro Gly Thr

1 5 10
Leu val Thr val Ser Ser Gly Gln Pro Lys

20 25

<210> 93

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético
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<400> 93
Gln Gln Gly Arg Thr Tyr Ser Asp Val Ala Asn Val
1 5 10

<210> 94

<211>18

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Péptido sintético

<400> 94
Thr Tyr Ser Asp Val Ala Asn Val Phe Gly Gly Gly Thr Glu val val
1 5 10 15

val Lys

<210> 95

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 95
Gln Gln Gly Tyr Ser Ser Tyr Asn Val Asp Asn Ala
1 5 10

<210> 96

<211>15

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 96
Asn Val Asp Asn Ala Phe Gly Gly Gly Thr Glu Val Val Val Lys

1 3 10 15

<210> 97

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 97
Gln Gln Gly Tyr Ser Ser Ser Asn Val Asp Asn Ala
1 5 10

<210> 98

<211>15

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 98

Asn Val Asp Asn Ala Phe Gly Gly Gly Thr Glu val val val Lys
1 5 10 15
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<210> 99

<211>13

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 99
1
<210> 100

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 100

Ser Ala Asp Cys Asn Ala Phe Gly Gly Gly Thr Glu val val Val Lys

1 5

<210> 101

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 101

Gln His Gly Tyr Tyr Ser Asn Val Asp Asn Ala

1 5

<210> 102

<211>15

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 102

ES 2 666 301 T3

10

10

10

Leu Gly Thr Tyr Asp Cys Arg Ser Ala Asp Cys Asn Ala
5

15

Asn Val Asp Asn Ala Phe Gly Gly Gly Thr Glu val val val Lys

1 5

<210> 103

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 103

Gln Gln Gly Phe Ser Ser Arg Asn Val Asp Asn Ala

1 5

<210> 104

<211>15

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

10

10
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<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 104

Asn Val Asp Asn Ala Phe Gly Gly Gly Thr Glu val
1 5 10

<210> 105

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético
<400> 105

Gln Gln Gly Tyr Ser Ser Val Asn Val Asp Asn Ala
1 5 10

<210> 106

<211>15

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético
<400> 106

Asn Val Asp Asn Ala Phe Gly Gly Gly Thr Glu val
1 5 10

<210> 107

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético
<400> 107

Gln Gln Gly Tyr Thr Tyr Asn Asn Val Asp Asn Ala
1 5 10

<210> 108

<211>15

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético
<400> 108

Agn Val Asp Asn Ala Phe Gly Gly Gly Thr Glu Vval
1 5 10

<210> 109

<211>13

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético
<400> 109

Leu Gly Thr Tyr Asp Cys Arg Ser Gly Asp Cys Asn
1 5 10
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<210> 110

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 110

Ser Gly Asp Cys Asn Val Phe Gly Gly Gly Thr Glu val val Vval Lys

1 5

<210> 111

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 111

Gln Gln Gly Tyr Thr Ser Asn Val Asp Asn Ala

1 5

<210> 112

<211>15

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 112

ES 2 666 301 T3

10

10

15

Asn Val Asp Asn Ala Phe Gly Gly Gly Thr Glu val val val Lys

1 5

<210> 113

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 113

Gln Gln Gly Gln Thr Pro Glu Asn Val Asp Asn Ala

1 5

<210> 114

<211>15

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 114

10

10

15

Asn Val Asp Asn Ala Phe Gly Gly Gly Thr Glu Val Val Val Lys

1 3

<210> 115

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

10

99
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<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 115
Gln Gln Gly Ser Thr Tyr Ser Asp Val Ala Asn Val

1 5 10

<210> 116

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 116
Thr Tyr Ser Asp Val Ala Asn Val Phe Gly Gly Gly Thr Glu Vval val
1 5 10 15

vVal Lys

<210> 117

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 117
Gln Gln Gly Ala Thr Tyr Ser Asp Val Ala Asn Val
1 5 10

<210> 118

<211>18

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 118
Thr Tyr Ser Asp Val Ala Asn Val Phe Gly Gly Gly Thr Glu val val

1 5 10 15
Val Lys

<210> 119

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 119
Gln Gln Gly Thr Thr Tyr Ser Asp Val Ala Asn Val
1 5 10

<210> 120

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 120
100
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Thr Tyr Ser Asp Val Ala Asn Val Phe Gly Gly Gly Thr Glu Vval val
1 5 10 15

vVal Lys

<210> 121

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 121
Gln Gln Gly Tyr Thr Arg Ser Asn Val Asp Asn Ala
1 5 10

<210> 122

<211>15

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 122
Asn Val Asp Asn Ala Phe Gly Gly Gly Thr Glu val val val Lys
1 5 10 15

<210> 123

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 123
Ala Gly Tyr Lys Ser Tyr Gly Asn Ala Asp Ile Asp
1 5 10

<210> 124

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 124

Ser Tyr Gly Asn Ala Asp Ile Asp Phe Gly Gly Gly Thr Glu Vval val
1 5 10 15

val Lys

<210> 125

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 125

101
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Gln Gln Gly Tyr Thr Ser Ser Asn Val Asp Asn Ala
1 5 10

<210> 126

<211>15

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 126
Asn Val Asp Asn Ala Phe Gly Gly Gly Thr Glu val val val Lys
1 5 10 15

<210> 127

<211>13

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 127
Leu Val Ser Tyr Asp Cys Ser Ser Ala Asp Cys Asn Ala
1 5 10

<210> 128

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 128
Ser Ala Asp Cys Asn Ala Phe Gly Gly Gly Thr Glu val val Val Lys
1 5 10 15

<210> 129

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 129
Gln Gln Ala Tyr Thr Ser Ser Asn Val Asp Asn Ala
1 5 10

<210> 130

<211>15

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 130
Asn Val Asp Asn Ala Phe Gly Gly Gly Thr Glu val val val Lys
1 5 10 15

<210> 131

<211>4
<212> PRT
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<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 131
Asp Gly Gly Leu
1

<210> 132

<211>19

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 132

Asp Gly Gly Leu Trp Gly Pro Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Gly

1 5 10

Gln Pro Lys

<210> 133

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 133
Asp Pro Tyr Asp Thr Asn Thr Ser Leu Asp Ala Leu
1 5 10

<210> 134

<211> 27

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 134

Asp Pro Tyr Asp Thr Asn Thr Ser Leu Asp Ala Leu Trp Gly Pro Gly

1 ] 10

Thr Leu Val Thr Vval Ser Ser Gly Gln Pro Lys
20 25

<210> 135

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 135
Glu Gly Ser Asp Asp Asp Ser Phe Asp Leu
1 5 10

<210> 136
<211>25
<212> PRT
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<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 136

Glu Gly Ser Asp Asp Asp Ser Phe Asp Leu Trp Gly Pro Gly Thr Leu

1 ] 10

vVal Thr val Ser Ser Gly Gln Pro Lys
20 25

<210> 137

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 137
Gly Gly Asp Leu
1

<210> 138

<211>19

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 138

Gly Gly Asp Leu Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Gly

1 5 10

Gln Pro Lys

<210> 139

<211>15

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 139
Gly His Trp Ser RAla Gly Ala Thr Leu Tyr Gly Tyr
1 5 10

<210> 140

<211> 30

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 140
Gly Hig Trp Ser Ala Gly Ala Thr Leu Tyr Gly Tyr
1 5 10

Gly Pro Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Gly Gln
20 25

104

15

15

Phe Ser Leu

Phe Ser Leu Trp

Pro Lys
30

15

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 666 301 T3

<210> 141

<211>13

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 141
Leu Ala Asn Tyr Asp Cys Ser Ser Gly Asp Cys Ser Val
1 5 10

<210> 142

<211>15

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 142

Cys Leu Ala Asn Tyr Asp Cys Ser Ser Gly Asp Cys Ser Val Phe

1 5 10

<210> 143

<211>13

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 143
Gln Gly Asn Phe Asp Cys Ser Ser Ala Asp Cys Ser Ala
1 5 10

<210> 144

<211>15

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 144

Cys Gln Gly Asn Phe Asp Cys Ser Ser Ala Asp Cys Ser Ala Phe

1 5 10

<210> 145

<211>13

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 145
Gln Gly Asn Phe Asp Cys Thr Ser Ala Asp Cys Ser Ala
1 5 10

<210> 146

<211>15

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
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<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 146

Cys Gln Gly Asn Phe Asp Cys Thr Ser Ala Asp Cys Ser Ala Phe
1 5 10 15
<210> 147

<211> 26

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 147

Asp Gly Thr Asp His Gly Phe Asn Ile Asp Leu Trp Gly Pro Gly Thr
1 5 10 15

Leu Val Thr val Ser Ser Gly Gln Pro Lys
20 25

<210> 148

<211> 42

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 148
Thr Ser Thr Thr Val Thr Leu Gln Met Thr Ser Leu Thr Ala Ala Asp
1 5 10 15

Thr Ala Thr Tyr Phe Cys Ala Ser Gly Asn Val Trp Gly Pre Gly Thr
20 25 30

Leu Val Thr Val Ser Ser Gly Gln Pro Lys
35 40

<210> 149

<211> 21

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 149
Gly val Ser Thr Asn Val Trp Gly Pro Gly Thr Leu Val Thr Val Ser
1 5 10 15

Ser Gly Gln Pro Llys
20

<210> 150

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de la Secuencia Atrtificial: Péptido sintético

<400> 150
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Phe Cys Thr Arg Gly Val Lys Phe
1 5

<210> 151

<211> 26

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 151

Asp Gly Ser Asp His Gly Phe Asn Ile Asp Leu Trp Gly Pro Gly Thr

1 ] 10

Leu Val Thr val Ser Ser Gly Gln Pro Lys
20 25

<210> 152

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 152
Asn Ala Ala Ile Leu
1 5

<210> 153

<211> 20

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 153

Asn Ala Ala Ile Leu Trp Gly Pro Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

1 ] 10

Gly Gln Pro Lys
20

<210> 154

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 154
Ser Arg Ser Thr Ser Tyr Tyr Ile Asn Leu
1 5 10

<210> 155

<211> 25

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético
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<400> 155
Ser Arg Ser Thr Ser Tyr Tyr Ile Asn Leu Trp Gly Pro Gly Thr Leu
1 ] 10 15

vVal Thr val Ser Ser Gly Gln Pro Lys
20 25

<210> 156

<211> 29

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 156
Gly Gly Asp Ala Gly Tyr Gly Ser Phe Asp Ala Phe Gly Pro Trp Gly
1 5 10 15

Pro Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Gly Gln Pro Lys
20 25

<210> 157

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 157
Gly val Ser Thr Asp Val
1 5

<210> 158

<211> 21

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 158
Gly val Ser Thr Asn Val Trp Gly Pro Gly Thr Leu Val Thr Val Ser
1 5 10 15

Ser Gly Gln Pro Llys
20

<210> 159

<211> 27

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 159
Asn Val Gly Ser Ser Ser Tyr Tyr Asn Leu Asn Leu Trp Gly Pro Gly
1 ] 10 15

Thr Leu Val Thr Vval Ser Ser Gly Gln Pro Lys
20 25
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<210> 160

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 160
Gly val Ser Thr Ser Vval
1 5

<210> 161

<211> 21

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 161
Gly val Ser Thr Asn Val Trp Gly Pro Gly Thr Leu Val Thr Val Ser
1 5 10 15

Ser Gly Gln Pro Llys
20

<210> 162

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 162
Gly Gly Tyr Ala Gly Ala Gly Tyr Phe Asp Ala Phe Asn Pro
1 5 10

<210> 163

<211> 29

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 163
Gly Gly Tyr Ala Gly Ala Gly Tyr Phe Asp Ala Phe Asn Pro Trp Gly
1 5 10 15

Pro Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Gly Gln Pro Lys
20 25

<210> 164

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 164
Asn Tyr Asn Leu
1
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<210> 165

<211>19

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 165

Asn Tyr Asn Leu Trp Gly Pro Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Gly

1 5 10

Gln Pro Lys

<210> 166

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 166
Arg Asp Gly Phe Ser Thr Asp Arg Tyr Phe Asn Leu
1 5 10

<210> 167

<211> 26

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 167

Asp Gly Phe Ser Thr Asp Arg Tyr Phe Asn Leu Trp Gly Pro Gly Thr

1 ] 10

Leu Val Thr val Ser Ser Gly Gln Pro Lys
20 25

<210> 168

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 168

Asp Arg Gly Thr Gly Ser Gly Asp Tyr Thr Pro Phe Asn Leu

1 5 10
<210> 169

<211> 25

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 169
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Gly Ser Gly Asp Tyr Thr Pro Phe Asn Leu Trp Gly Pro Gly Thr Leu
1 5 10 15

Val Thr val Ser Ser Gly Gln Pro Lys
20 25

<210> 170

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 170
Asp Ala Ala Ile Leu
1 5

<210> 171

<211> 20

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 171
Asn Ala Ala Ile Leu Trp Gly Pro Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
1 ] 10 15

Gly Gln Pro Lys
20

<210> 172

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 172
Gly Pro Tyr Val Asp Ser Thr Tyr Tyr Asn Leu
1 5 10

<210> 173

<211> 26

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 173
Gly Pro Tyr Val Asp Ser Thr Tyr Tyr Asn Leu Trp Gly Pro Gly Thr
1 5 10 15

Leu Val Thr Vval Ser Ser Gly Gln Pro Lys
20 25

<210> 174

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

111



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 666 301 T3

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 174
Gly Ser Gly Asp Tyr Thr Pro Phe Asn Leu
1 5 10

<210> 175

<211> 25

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 175

Gly Ser Gly Asp Tyr Thr Pro Phe Asn Leu Trp Gly Pro Gly Thr Leu

1 5 10

Val Thr val Ser Ser Gly Gln Pro Lys
20 25

<210> 176

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 176
Tyr Tyr Asp Gly Ala Asp Tyr His Thr Tyr Asn Leu
1 5 10

<210> 177

<211> 27

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 177

Tyr Tyr Asp Gly Ala Asp Tyr His Thr Tyr Asn Leu Trp Gly Pro Gly

1 5 10

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Gly Gln Pro Lys
20 25

<210> 178

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 178
Glu Phe Gly Asn Asn Gly Trp Asn Ile Asp Leu

1 3 10

<210> 179

<211> 26

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
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<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 179

Glu Phe Gly Asn Asn Gly Trp Asn Ile Asp Leu Trp Gly Pro Gly Thr
1l 5 10 15

Leu Val Thr Vval Ser Ser Gly Gln Pro Lys
20 25

<210> 180

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 180
val Glu Tyr Gly Asn Asp Trp Gly Asn Leu
1 5 10

<210> 181

<211> 25

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 181
Val Glu Tyr Gly Asn Asp Trp Gly Asn Leu Trp Gly Pro Gly Thr Leu
1 ] 10 15

vVal Thr val Ser Ser Gly Gln Pro Lys
20 25

<210> 182

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 182
Tyr Phe Asp Gly Ala Asp Tyr His Thr Tyr Asn Leu
1 5 10

<210> 183

<211> 27

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 183
Tyr Phe Asp Gly Ala Asp Tyr His Thr Tyr Asn Leu Trp Gly Pro Gly
1 5 10 15

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Gly Gln Pro Lys
20 25
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<210> 184

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 184

Arg Phe Ser Gly Gly Gly Tyr Gly Tyr Asp Leu

1 5

<210> 185

<211> 25

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 185

1

ES 2 666 301 T3

10

10

vVal Thr val Ser Ser Gly Gln Pro Lys

20

<210> 186

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Péptido sintético

<400> 186
Asp Arg Asp Leu
1

<210> 187

<211>19

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 187

Asp Arg Asp Leu Trp Gly Pro Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Gly

1 5

Gln Pro Lys

<210> 188

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 188
Gly Leu Asp Leu
1

25

10
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<210> 189

<211> 20

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 189
Tyr Gly Leu Asp Leu Trp Gly Pro Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
1 5 10 15

Gly Gln Preo Lys
20

<210> 190

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 190
Tyr Asp Val Asp Ser Val Ser Ala Tyr Asp Leu
1 5 10

<210> 191

<211> 26

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 191
Tyr Asp Val Asp Ser Val Ser Ala Tyr Asp Leu Trp Gly Pro Gly Thr
1 5 10 15

Leu Val Thr Val Ser Ser Gly Gln Pro Lys
20 25

<210> 192

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 192
Glu val val Gly Tyr Asp Tyr Ser Gly Asp Leu
1 5 10

<210> 193

<211> 26

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 193
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Glu val val Gly Tyr Asp Tyr Ser Gly Asp Leu Trp Gly Pro Gly Thr

1 5

Leu Val Thr Val Ser Ser Gly Gln Pro Lys

20

<210> 194

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 194
Asp Pro Tyr Asp Asp Pro Thr Tyr
1 5

<210> 195

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 195

25

ES 2 666 301 T3

10

Asp Pro Tyr Asp Asp Pro Thr Tyr Arg

1 5

<210> 196

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 196

Gly Gly Leu Val Lys Pro Gly Ala Ser Leu Thr Leu

1 5

<210> 197

<211> 33

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucledtido sintético

<400> 197
acgagctacg cacgaactgc aggtrtccac tcc

<210> 198

<211> 33

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucledtido sintético

<400> 198
acgagctacg cacgaatagc aggtgtccac tcc

<210> 199
<211> 33

10
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<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucledtido sintético

<400> 199
acgagctacg cacgargtac aggtgtccac tcc 33

<210> 200

<211> 33

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucleétido sintético

<400> 200
acgagctacg cacgagcyac agmtgtccac tcc 33

<210> 201

<211> 33

<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucledtido sintético

<400> 201
acgagctacg cacgaactgc aggtgtccwm tcc 33

<210> 202

<211> 33

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucledtido sintético

<400> 202
acgagctacg cacgarctrc aggtgtkcac tcc 33

<210> 203

<211> 33

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucledtido sintético

<400> 203
acgagctacg cacgagctaw mggtgtccac tcc 33

<210> 204

<211> 32

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucledtido sintético

<400> 204
acgagctacg cacgacctca ggtgtccact cc 32

<210> 205
<211> 33

117



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 666 301 T3

<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucledtido sintético

<400> 205
acgagctacg cacgagctac aggtgctcac tcc 33

<210> 206

<211> 33

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucledtido sintético

<400> 206
acgagctacg cacgaactgc aggtgtcctc tct 33

<210> 207

<211> 33

<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucledtido sintético

<400> 207
acgagctacg cacgaaytgc aggtgtccay tgc 33

<210> 208

<211> 33

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucledtido sintético

<400> 208
acgagctacg cacgagctam mggtgtccac ttc 33

<210> 209

<211> 36

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucledtido sintético

<400> 209
acgagctacg cacgactcct gtcaktaact kcaggt 36

<210> 210

<211> 33

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucledtido sintético

<400> 210
acgagctacg cacgaaactg caggtgtctc tct 33

<210> 211
<211> 33
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<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucledétido sintético

<400> 211
acgagctacg cacgarctrc aggygtccac tct 33

<210> 212

<211> 33

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucledtido sintético

<400> 212
acgagctacg cacgaccaag ctgtatcctt tcc 33

<210> 213

<211> 33

<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucledtido sintético

<400> 213
acgagctacg cacgaccaag ctgtgtcctr tcc 33

<210> 214

<211> 35

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucledtido sintético

<400> 214
acgagctacg cacgatgttg acagycvttc ckggt 35

<210> 215

<211> 35

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucleétido sintético

<400> 215
acgagctacg cacgatgttc acagcctttc ctggt 35

<210> 216

<211> 34

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucledtido sintético

<400> 216
acgagctacg cacgatttaa aaggggtcca gtgt 34

<210> 217
<211> 37

119



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 666 301 T3

<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucledtido sintético

<400> 217
acgagctacg cacgataytt taaaargtgt cmagtgt 37

<210> 218

<211> 35

<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucledtido sintético

<400> 218
acgagctacg cacgagtttt aaaaggtgtc ctgtg 35

<210> 219

<211> 35

<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucledétido sintético

<400> 219
acgagctacg cacgactytt aaaaggkgtc cagwg 35

<210> 220

<211> 36

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucledtido sintético

<400> 220
acgagctacg cacgacyttt amatggtatc cagtgt 36

<210> 221

<211> 36

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucledtido sintético

<400> 221
acgagctacg cacgactttt acatggtttc aagtgt 36

<210> 222

<211> 34

<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucledtido sintético

<400> 222
acgagctacg cacgaytgtc cctgcatatg tcyt 34

<210> 223
<211> 32
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<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucledétido sintético

<400> 223
acgagctacg cacgaatggc agcwgcycca ag 32

<210> 224

<211> 35

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucledtido sintético

<400> 224
acgagctacg cacgatttat caaggtgtgc attgt 35

<210> 225

<211> 36

<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucledtido sintético

<400> 225
acgagctacg cacgactttt aaaagwtgtc cagkgt 36

<210> 226

<211> 35

<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucledtido sintético

<400> 226
acgagctacg cacgagtgac agtccttcct ggtag 35

<210> 227

<211> 34

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucleétido sintético

<400> 227
acgagctacg cacgacttcc tgatggcagt ggtt 34

<210> 228

<211> 34

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucledtido sintético

<400> 228
acgagctacg cacgaagcta caggtatcca atcc 34

<210> 229
<211> 37
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<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucledtido sintético

<400> 229
cactggtgtg agtcaatgca gacagatggg ggtgtcg 37

<210> 230

<211> 35

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucledtido sintético

<400> 230
cactggtgtg agtcaagacc gatggggctg ttgtt 35

<210> 231

<211> 37

<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucleétido sintético

<400> 231
cactggtgtg agtcaacaga ctgatggggg tgttgtt 37

<210> 232

<211> 35

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucledtido sintético

<400> 232
cactggtgtg agtcaagaca gatggggctg ttgtt 35

<210> 233

<211> 38

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucledtido sintético

<400> 233
acgagctacg cacgagacat ywwgatgacc cagtctcc 38

<210> 234

<211> 37

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucledtido sintético

<400> 234
cactggtgtg agtcacagtt ggtgcagcat cagcccg 37

<210> 235
<211> 41
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<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucleétido sintético

<400> 235
cctatcccct gtgtgecttg gcagtcacga gctacgcacg a 41

<210> 236

<211> 55

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucledtido sintético

<400> 236
ccatctcatc cctgcgtgtc tccgactcag ctagtcactc cactggtgtg agtca 55

<210> 237

<211> 55

<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucledtido sintético

<400> 237
ccatctcatc cctgcgtgtc tccgactcag agagegtcac cactggtgtg agtca 55

<210> 238

<211> 55

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucledtido sintético

<400> 238
ccatctcatc cctgegtgtc tccgactcag tagagacgag cactggtgtg agtca 55

<210> 239

<211> 55

<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucledtido sintético

<400> 239
ccatctcatc cctgcgtgtc tccgactcag cacgctacgt cactggtgtg agtca 55

<210> 240

<211> 55

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucledétido sintético

<400> 240
ccatctcatc cctgcgtgtc tccgactcag tcacgcgaga cactggtgtg agtca 55

<210> 241
<211>55
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<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucledtido sintético

<400> 241
ccatctcatc cctgcgtgtc tccgactcag cgcgtataca cactggtgtg agtca 55

<210> 242

<211> 62

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucledtido sintético

<400> 242
ccatctcate cectgegtgtec tcoccgactcag tgatacgtcet gggecagtgg gaagactgat

gg

<210> 243

<211> 59

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucledtido sintético

<400> 243
cctatcccct gtgtgecttg gcagtctcag atcagacacg atggagactg ggctgcgcet 59

<210> 244

<211> 61

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucledtido sintético

<400> 244
ccatctcatec cctgegtgte tecgactcag tcacgtacta gaagaggagg acagwaggeg

c

<210> 245

<211> 48

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucledtido sintético

<400> 245
cctatcccct gtgtgecttg gcagtctcag atggacatga gggccccc 48

<210> 246
<211> 67

<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucledtido sintético

<400> 246
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ccatctecate cctgegtgte tccgactcag tacagatcgt cttgttgtee ttgagttcoct
cagagga

<210> 247

<211> 45

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucleétido sintético

<400> 247
cctatcccct gtgtgecttg gcagtctcag atggcctgca ccccg 45

<210> 248

<211> 66

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucledtido sintético

<400> 248
ccatctcate cectgegtgte tcoccgactcag ctgtgcgtcg cagaagacsg atgggcccett

ggtgga

<210> 249

<211> 64

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucledtido sintético

<400> 249
ccatctcate cectgegtgtec tcoccgactcag acgcgagtat gaagacsgat gggcccttgg

tgga
<210> 250
<211> 64

<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucledétido sintético

<400> 250
ccatctcate cectgegtgtec tcoccgactcag cacgectacgt gaagacsgat gggcccttgg

tgga

<210> 251

<211> 65

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucledtido sintético

<400> 251
ccatctcate cectgegtgte tcoccgactcag tgagtcagta tgaagacsga tgggceccttg

gtgga
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<210> 252

<211> 69

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucledtido sintético

<400> 252
ccatctcate cctgcgtgte tccgactcag atctactgac atgatgaaga csgatgggec

cttggtgga

<210> 253

<211> 69

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucledtido sintético

<400> 253
ccatctecate cctgcgtgte tccgactcag agtagtgatc tcacagaaga csgatgggec

cttggtgga

<210> 254

<211> 51

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucledtido sintético

<400> 254
cctatcccct gtgtgecttg gcagtctcag atggactgga cctggagvat c 51

<210> 255

<211> 51

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucledtido sintético

<400> 255
cctatcccct gtgtgecttg gcagtctcag atggactgga tttggaggrt ¢ 51

<210> 256

<211> 51

<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucledtido sintético

<400> 256
cctatcccct gtgtgecttg gcagtctcag atggactgca cctggaggat ¢ 51

<210> 257

<211> 51

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucledtido sintético
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<400> 257
cctatcccect gtgtgcecttg gecagtctcag atggactgga cctggaggkt ¢ 51

<210> 258

<211> 52

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucledtido sintético

<400> 258
cctatcccct gtgtgecttg gcagtctcag atggacatac tttgttccac gc 52

<210> 259

<211> 52

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucledtido sintético

<400> 259
cctatcccct gtgtgecttg gcagtctcag atggacacac tttgctacac ac 52

<210> 260

<211> 52

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucledtido sintético

<400> 260
cctatcccct gtgtgecttg gcagtctcag atgtcetgtct ccttectcat ct 52

<210> 261

<211> 51

<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucledtido sintético

<400> 261
cctatcccct gtgtgecttg gcagtctcag atggggtcaa ccgcecatect ¢ 51

<210> 262

<211> 51

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucledtido sintético

<400> 262
cctatccect gtgtgcecttg gecagtctcag atggagttkg gretgagetg g 51

<210> 263

<211> 51

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucledétido sintético
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<400> 263
cctatcccect gtgtgecttg geagtctcag atggagtttk ggctkagetg g 51

<210> 264

<211> 51

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucledtido sintético

<400> 264
cctatcccct gtgtgecttg gcagtctcag atggaactgg ggctcegcetg g 51

<210> 265

<211> 51

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucledtido sintético

<400> 265
cctatcccct gtgtgecttg gcagtctcag atggarttgg ggctgwgcetg g 51

<210> 266

<211> 53

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucledtido sintético

<400> 266
cctatcccct gtgtgecttg gcagtctcag atgaarcayc tgtggttctt cct 53

<210> 267

<211> 67

<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucledtido sintético

<400> 267
ccatctcatc cctgegtgtec tccgactcag acgacagetc gaagatgaag acagatggtg

cageccecac

<210> 268

<211> 67

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucledtido sintético

<400> 268
ccatctcate cctgegtgte tccgactcag teogatcacgt gaagatgaag acagatggtg

cageoeoac
<210> 269
<211> 67
<212> DNA
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<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucledtido sintético

<400> 269
ccatctcatc cctgegtgtec tccgactcag tacacacact gaagatgaag acagatggtg

cageccecac

<210> 270

<211> 68

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucleétido sintético

<400> 270
ccatctecate cctgegtgte tccgactcag tgtagtgtga tgaagatgaa gacagatggt

goagooac

<210> 271

<211> 57

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucledtido sintético

<400> 271
cctatcccct gtgtgecttg gcagtctcag atggacatga gggtsceygce tcagctc 57

<210> 272

<211> 57

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucledtido sintético

<400> 272
cctatcccct gtgtgecttg gcagtctcag atggacatga grgtcctcgce tcagcetc 57

<210> 273

<211> 54

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucledtido sintético

<400> 273
cctatcccect gtgtgecttg gecagtctcag atggaagecc cagedcagct tete 54

<210> 274

<211> 54

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucledtido sintético

<400> 274
cctatcccct gtgtgecttg gcagtctcag atggaaaccc cagcgcagct tctc 54
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<210> 275

<211> 54

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucleétido sintético

<400> 275
cctatcccct gtgtgecttg gcagtctcag atggtgttgc agacccaggt cttc 54

<210> 276

<211> 54

<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucledtido sintético

<400> 276
cctatcccct gtgtgecttg gcagtctcag atggggtcce aggttcacct cctc 54

<210> 277

<211> 54

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucledtido sintético

<400> 277
cctatcccct gtgtgecttg gcagtctcag atgaggctcc ytgctcagcet cctg 54

<210> 278

<211> 64

<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucledtido sintético

<400> 278
ccatctcate cctgegtgte tccgactcag cgtagactag agggcgggaa cagagtgacm

gtag
<210> 279
<211> 64

<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucleétido sintético

<400> 279
ccatctcate cctgegtgte tccgactcag cgtagactag agggygggaa cagagtgace

gakg

<210> 280

<211> 66

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
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<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucledtido sintético

<400> 280
ccatctcate cctgcgtgte tccgactcag tctageogact atagggcggg aacagagtga

cngtgyg

<210> 281

<211> 66

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucledtido sintético

<400> 281
ccatctcate cctgcgtgte tccgactcag tctagecgact atagggyggg aacagagtga

cecgakyg

<210> 282

<211> 65

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucledtido sintético

<400> 282
ccatctecatc cctgegtgte teccgactcag tagegogege tagggeggga acagagtgac

ngtgg

<210> 283

<211> 65

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucledtido sintético

<400> 283
ccatctcate cctgcgtgte tccgactcag tagecgeogcege tagggyggga acagagtgac

cgakg

<210> 284

<211> 64

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucledétido sintético

<400> 284
ccatctcate cctgegtgte tccgactcag atagagtact agggcgggaa cagagtgacm

gtgg
<210> 285
<211> 64

<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucledtido sintético
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<400> 285
ccatctcate cectgegtgtec tcoccgactcag atagagtact agggvgggaa cagagtgacce

gakg

<210> 286

<211> 55

<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucledtido sintético

<400> 286
cctatcccct gtgtgecttg gcagtctcag atgacctgcet cccctetect cctca 55

<210> 287

<211> 55

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucledtido sintético

<400> 287
cctatcccct gtgtgecttg gcagtctcag atggccggct teectetect cctca 55

<210> 288

<211> 55

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucledtido sintético

<400> 288
cctatcccct gtgtgecttg gcagtctcag atggcectggt ctectetect cctca 55

<210> 289

<211> 55

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucledtido sintético

<400> 289
cctatcccct gtgtgecttg gcagtctcag atggcectgga cycctctect cctem 55

<210> 290

<211> 55

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucleétido sintético

<400> 290
cctatcccct gtgtgecttg gcagtctcag atgccetggg ctetgetsct cetsa 55

<210> 291

<211> 55

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
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cctatcccct gtgtgecttg gcagtctcag atgccctggg tcatgcetect cetga

<210> 292

<211> 55

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucledtido sintético

<400> 292

cctatcccct gtgtgecttg gcagtctcag atggcctgga ctectcetctt tetgt

<210> 293

<211> 55

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucledtido sintético

<400> 293

cctatcccct gtgtgecttg gcagtctcag atggagaaga agaggagacc tgggg

<210> 294

<211> 55

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucledtido sintético

<400> 294

cctatcccct gtgtgecttg gcagtctcag atggcctgga ccgctetcect tetga

<210> 295

<211> 55

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucledtido sintético

<400> 295

cctatcccct gtgtgecttg gcagtctcag atggcctgga ccgttctect cctcg

<210> 296

<211> 55

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucledtido sintético

<400> 296

cctatcccct gtgtgecttg gcagtctcag atggcatgga tcccetctctt ccteg

<210> 297

<211> 55

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
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<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucledtido sintético

<400> 297
cctatcccct gtgtgcecttg gcagtctcag atggcctgga tecctctact tctce 55

<210> 298

<211> 55

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucledtido sintético

<400> 298
cctatcccct gtgtgecttg gcagtctcag atggcctgga yccctctect getce 55

<210> 299

<211> 55

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucledtido sintético

<400> 299
cctatcccct gtgtgecttg gcagtctcag atggcatggg ccacactect getec 55

<210> 300

<211> 55

<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucledtido sintético

<400> 300
cctatcccct gtgtgecttg gcagtctcag atggcctgga cccctctctg getca 55

<210> 301

<211> 55

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucledétido sintético

<400> 301
cctatcccct gtgtgecttg gcagtctcag atggcctggg tctecttcta cctac 55

<210> 302

<211> 55

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucleétido sintético

<400> 302
cctatcccct gtgtgecttg gcagtctcag atggcctgga ccccactect cctec 55

<210> 303

<211> 55

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
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<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucledtido sintético

<400> 303
cctatcccct gtgtgecttg gcagtctcag atggectggg ctectetget cctca 55

<210> 304

<211> 55

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligonucledtido sintético

<400> 304
cctatcccct gtgtgecttg gcagtctcag atggcctggg ctccactact tctca 55

<210> 305

<211>19

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 305

Gly Phe Ala Leu Trp Gly Pro Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Gly

1 5 10

Gln Pro Lys

<210> 306

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 306
Thr Thr Thr Thr

1

<210> 307

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 307
Arg Gly Tyr Tyr Ser Gly Thr Tyr Val Asp Tyr
1 5 10

<210> 308

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 308

Ser Arg Thr Gly Ile Phe Asp Tyr
1 5
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<210> 309

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 309
Ser Arg Ser Gly Ile Phe Asp Tyr
1 5

<210> 310

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 310
Arg Gly Tyr Tyr Ser Asn Thr Tyr Val Asp Tyr
1 5

<210> 311

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 311
Leu Thr Ala Tyr Phe Asp Tyr
1 5

<210> 312

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 312
Arg Phe Tyr Asp Gly Ser Tyr Tyr Phe Asp Tyr
1 5 10

<210> 313

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 313
Arg Gly Tyr Tyr Ala Asp Thr Tyr Val Asp Tyr
1 5 10

<210> 314

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
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<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético
<400> 314

His Glu Pro Leu Asn Trp Phe Pro Tyr

1 5

<210> 315

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético
<400> 315

Lys Tyr Gly Gly Gly Phe Asp Tyr

1 5

<210> 316

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético
<400> 316

Gly Ser Ala Phe Ala Tyr

1 5

<210> 317

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Péptido sintético
<400> 317

Tyr Tyr Arg Asn Tyr Gly Gly Phe Asp Tyr

1 5 10

<210> 318

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético
<400> 318

Glu Asp Tyr Tyr Ser Asp Gln Phe Ala Tyr

1 5 10

<210> 319

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético
<400> 319

Ser Gln Ser Thr His Val Pro Trp Thr

1 5
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<210> 320

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 320
Gln Gln His Tyr Ser Thr Pro Pro Thr
1 5

<210> 321

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 321
Gln Gln His Phe Ser Thr Pro Pro Thr
1 5

<210> 322

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 322
Gln Gln His Tyr Ser Thr Pro Phe Thr
1 5

<210> 323

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 323
Trp Gln Gly Thr His Phe Pro Gln Thr
1 5

<210> 324

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 324
Gln Gln Tyr Tyr Ser Tyr Pro Arg Thr
1 5

<210> 325

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
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<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético
<400> 325

Gln Gln Ser Asn Glu Asp Pro Arg Thr

1 5

<210> 326

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético
<400> 326

Gln Gln Trp Ser Ser Asn Pro Leu Thr

1 5

<210> 327

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético
<400> 327

Gln His Phe Trp Gly Thr Pro Trp Thr

1 5

<210> 328

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético
<400> 328

Gln Gln Arg Ser S8er Tyr Pro Phe Thr

1 5

<210> 329

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético
<400> 329

Leu Gln Tyr Ala Ser Tyr Pro Trp Thr

1 5

<210> 330

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético
<400> 330

Gln Gln Ser Lys Glu val Pro Leu Thr

1 5
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<210> 331

<211>19

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 331
Ile Pro Ser Tyr Ala Ser Ser Arg Gly Tyr Tyr Leu Ile Pro Asp Arg
1 5 10 15

Leu Asp Leu

<210> 332

<211>19

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 332
Ile Pro Ser Tyr Val Ser Gly Arg Gly Val Tyr Ile Ile Pro Asp Arg
1 5 10 15

Phe Asp Leu

<210> 333

<211>19

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 333
Ala Ser Asp Tyr Asp Ser Ser Arg Gly His Trp Leu Val Tyr Asn Arg
1 5 10 15

Leu Asp Leu

<210> 334

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 334
Lys Gly Asp Pro Gly His Pro Asn Gly Leu Phe Phe Thr Met

1 5 10

<210> 335

<211>19

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 335
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Ile Pro Ser Tyr Val Ser Ser Arg Gly Tyr Tyr Leu Ile Pro Asp Gly
1 5 10 15

Leu Asp Leu

<210> 336

<211>19

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 336
Ile Pro Ser Tyr Val Ser Ser Arg Gly Tyr Tyr Leu Val Pro Asp Gly

1 5 10 15

Leu Asp Leu

<210> 337

<211>19

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 337
Ile Pro Ser Tyr Val Ser Ser Arg Gly Tyr Tyr Leu Ile Pro Asp Arg

1 5 10 13

Leu Asp Leu

<210> 338

<211>19

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 338
Ile Ser Ser Tyr Val Ser Ser Arg Gly Tyr Trp Leu Ile Pro Asp Gly
1 5 10 15

Leu Asp Leu

<210> 339

<211>19

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 339
Ile Ser Ser Tyr Val Ser Ser Arg Gly Tyr Tyr Leu Ile Pro Asp Gly

1 5 10 15

Leu Asp Leu
<210> 340
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<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 340

Leu Tyr Asn Ser Val Val Gly Asp Asp Met

1 5 10

<210> 341

<211>19

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 341

Ala Ser Asp Tyr Asp Ser Ser Arg Gly His Trp Leu Val Tyr Asp Arg
1 5 10 15

Leu Asp Leu

<210> 342

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 342
Leu Tyr Asn Ser Val val Gly Asp Asp Ile
1 5 10

<210> 343

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 343
Leu Tyr Asn Ser Leu Val Gly Asp Asp Ile
1 5 10

<210> 344

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 344
Gly Met Pro Gly Ser Thr Ser Gly Asn Ser Asn Ile
1 5 10

<210> 345

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
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<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético
<400> 345

Gly Met Pro Ala Ser Thr Ser Gly Asn Ser Asn Ile
1 5 10

<210> 346

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético
<400> 346

Gly Met Pro Gly Ser Thr Ser Gly Asn Ser Asn Ile
1 5 10

<210> 347

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético
<400> 347

Gly val Pro Thr Asn Arg Asp Ala Met

1 5

<210> 348

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético
<400> 348

Ala Gly Gly Tyr Lys Ser Ser Gly Asp Thr Val Ser
1 5 10

<210> 349

<211>13

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético
<400> 349

Gln Gly Glu Phe Ser Cys Arg Asp Phe Asp Cys Thr Val
1 5 10

<210> 350

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético
<400> 350

Leu Gly Gly Tyr Lys Thr Thr Thr Asp Gly Ser Ile
1 5 10
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<210> 351

<211>13

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 351
Gln Ser Tyr Tyr Hig Asn Ser Gly Thr Ser Tyr Ile Thr
1 5 10

<210> 352

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 352
Ala Gly Gly Tyr Lys Ser Thr Thr Asp Gly Ser Ala
1 5 10

<210> 353

<211>13

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 353
Gln Ser Tyr Tyr Hig Asn Ser Gly Asn Ser Tyr Ile Thr
1 5 10

<210> 354

<211>13

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 354
Gln Ser Tyr Tyr Tyr Gly Ser Gly Thr Ser Tyr Ile Thr
1 5 10

<210> 355

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 355
Ala Gly Gly Tyr Lys Ser Ser Gly Asp Thr Phe Thr
1 5 10

<210> 356

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
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<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético
<400> 356

Leu Gly Gly Tyr Lys Lys Thr Ile Asp Gly Ser Ala
1 5 10

<210> 357

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético
<400> 357

Ala Gly Gly Tyr Lys Ser Ala Ser Asp Gly Ser Ala
1 5 10

<210> 358

<211>13

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético
<400> 358

Gln Gly Glu Phe Ser Cys Asp Ala Gly Val Cys Thr
1 5 10

<210> 359

<211>13

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético
<400> 359

Gln Gly Glu Phe Ser Cys Arg Ser Tyr Asp Cys Thr
1 5 10

<210> 360

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético
<400> 360

Leu Gln Asp Trp Ser Pro Ser Tyr Ala Asp Val Ala
1 5 10

<210> 361

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético
<400> 361

Gln Gln Gly Arg Arg Ser Val Asp Val Asp Asn Val
1 5 10
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<210> 362

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 362
Ala Gly Gly Tyr Lys Thr Thr Thr Asp Gly Ser Ile
1 5 10

<210> 363

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 363
Gln Gln Gly Tyr Thr Tyr Ser Asn Val Asp Asn Val
1 5 10

<210> 364
<211>125
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 364

Glu Gln Leu Lys Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Thr Pro Gly

1 5 10

Leu Thr Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Phe Ser Leu Ser
20 25

Met Tle Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu
35 40 45

Ser
30

Tyr

Ile Ile Ser Gly Gly Gly Asn Thr Tyr Tyr Ala Ser Trp Val

50 55 60

Arg Phe Thr Vval Ser Lys Thr Ser Thr Thr Val Asp Leu Lys

65 70 75

Ser Leu Thr Thr Glu Asp Thr Ala Thr Tyr Phe Cys Ala Arg

85 20

Ser Tyr Val Ser Gly Arg Gly Val Tyr Ile Ile Pro Asp Arg

100 105

Leu Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr val Ser Ser Gly
115 120 125

<210> 365
<211> 116
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial
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<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 365

Ala Thr Phe Ala

1

Ala Val

Tyr Lys

Proc Arg

50

Ser Arg

Ser Asp

Tyr Lys

val val

<210> 366
<211> 116

Gly

Asn

35

Leu

Phe

Leu

Ser

Lys
115

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

Gly

Asn

Leu

Ser

Gln

Ala

100

Gly

Ala Val Leu Thr Gln

5

Thr

Tyr

Ile

Gly

Cys

85

Ser

Vval

Leu

Ser

Ser

Asp

Asp

Thr

Ser

Ser

55

Gly

Asp

Gly

Ile

Trp

40

Ala

Ser

Ala

Ser

Ser

25

Tyr

Ser

Gly

Ala

Ala
105

Thr Pro

10

Cys Gln

Gln Gln

Thr Leu

Thr Gln

Thr Tyr

20

Phe Gly

Ser

Ser

Lys

Ala

60

Phe

Tyr

Gly

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 366

Ala Thr Phe Ala Ala Val Leu Thr Gln

1

5

Ala Val Gly Gly Thr Val Thr Ile Ser

20

25

Tyr Lys Asn Asn Tyr Leu Ser Trp Tyr

35

40

Pro Arg Leu Leu Ile Ser Ser Ala Ser

50

55

Thr Pro

10

Cys Gln

Gln Gln

Thr Leu

Ser

Ser

Lys

Ala
&0

147

Pro

Ser

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Gly

Pro

Ser

Pro

45

Ser

Val

Glu

30

Gly

Gly

Leu

Ala

Thr
110

val

Glu

30

Gly

Gly

Ser

15

Ser

His

Val

Thr

Gly

95

Glu

Ser

Ser

His

val

Ala

val

Ser

Pro

Ile

Gly

val

Ala

Val

Ser

Pro
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Ser Arg Phe Lys Gly Ser Gly Ser Gly Thr Gln Phe Thr Leu Thr Ile
65 70 75 80

Ser Asp Leu Glu Cys Ala Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys Leu Gly Gly
85 90 95

Tyr Lys Thr Thr Thr Asp Gly Ser Ile Phe Gly Gly Gly Thr Glu Val
100 105 110

vVal val Lys Gly
115

<210> 367
<211>120
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 367
Gln Ser Val Glu Glu Ser Gly Gly Arg Leu Val Pro Pro Gly Thr Pro
1 5 10 15

Leu Thr Leu Thr Cys Thr Val Phe Gly Phe Asp Val Ser Ser His Ile
20 25 30

Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lyg Gly Leu Glu Trp Ile Gly
35 40 45

Leu Val Asp Ile Gly Lys Ser Ile Lys Trp Tyr Ala Ser Trp Ala Lys
50 55 60

Gly Arg Phe Thr Ile Ser Lys Thr Ser Ser Thr Ile Tyr Leu Lys Leu
65 70 75 80

Thr Arg Pro Thr Thr Gly Asp Thr Ala Thr Tyr Phe Cys Ser Arg Gly
85 20 95

Phe Ala ILeu Trp Gly Pro Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Gly Gln
100 105 110

Pro Lys Ala Pro Ser Val Phe Pro
115 120

<210> 368
<211>120
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 368
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Gly

65

Cys

Ser

Gly

<210> 369

Gln

Thr

Leu

Leu

50

Ser

Asp

Asp

Asp

<211> 14
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 369

vVal

vVal

Ser

35

Asn

Gly

Asp

Asp

Pro
115

Leu

Thr
20

Trp

Ala

Ser

Ala

Cys

100

val

Thr

Ile

Phe

Ser

Gly

Ala

Asn

Ala

Gln

Asn

Gln

Thr

Thr

70

Thr

Val

Pro

Thr

Cys

Gln

Leu

55

His

Tyr

Phe

Thr

Val

Gln

Lys

40

Pro

Phe

Tyr

Gly

val
120
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Ser

Ala

25

Pro

Ser

Thr

Cys

Gly
105

Pro

10

Ser

Gly

Gly

Leu

Leu

Gly

val

Pro

Gln

Val

Thr

75

Gly

Thr

Ser

Ser

Pro

Ser

60

Ile

Ser

Glu

Ala

val

Pro

45

Ser

Ser

Tyr

val

Ala

Tyr

30

Lys

Arg

Asp

Asp

val
110

Ala Gly Thr Asn Tyr Trp Ala Ile Tyr Tyr Gly Met Asp Leu

1

<210> 370

<211> 12
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 370
Gln Gln Gly Tyr Lys Ile Thr Asn Ile Glu Asn Val
5 10

1

<210> 371

<211>9
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 371

5

Cys Ala Arg Gly Ser Ala Phe Ala Tyr

1

<210> 372

<211> 14

5

10

149

val

15

Gly

Leu

Phe

val

Cys

85

val

Gly

Asn

Leu

Lys

Gln

80

Arg

Lys
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<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 372
Cys Ala Arg Arg Gly Tyr Asp Gly Ser Tyr Tyr Phe
1 5 10

<210> 373

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 373
Cys Ala Arg His Glu Pro Leu Asn Trp Phe Pro Tyr
1 5 10

<210> 374

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 374
Cys Ala Arg Arg Gly Tyr Tyr Ser Asn Thr Tyr val
1 5 10

<210> 375

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 375
Cys Ala Arg Arg Gly Tyr Tyr Ala Asp Thr Tyr Val
1 5 10

<210> 376

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 376
Cys Ala Arg Arg Gly Tyr Tyr Ser Gly Thr Tyr val
1 5 10

<210> 377

<211>13

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético
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<400> 377
Cys Ala Arg Glu Asp Tyr Tyr Ser Asp Gln Phe Ala Tyr
1 5 10

<210> 378

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 378
Cys Leu Tyr Lys Tyr Gly Gly Gly Phe Asp Tyr
1 5 10

<210> 379

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 379
Cys Ala Arg Ser Arg Thr Gly Ile Phe Asp Tyr
1 5 10

<210> 380

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 380
Cys val Arg Ser Arg Ser Gly Ile Phe Asp Tyr
1 5 10

<210> 381

<211>13

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 381
Cys Ala Arg Tyr Tyr Arg Asn Tyr Gly Gly Phe Asp Tyr
1 5 10

<210> 382

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 382
Cys Ala Arg Leu Thr Rla Tyr Phe Asp Tyr
1 5 10

<210> 383
<211>9
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<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 383
Phe Gln Gly Ser His Val Pro Phe Thr

1 5

<210> 384

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 384
Leu Gln Tyr Ala S8er Tyr Pro Trp Thr
1 5

<210> 385

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 385
Gln Gln His Phe Ser Thr Pro Pro Thr
1 5

<210> 386

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 386
Gln Gln His Tyr Ser Thr Pro Phe Thr
1 5

<210> 387

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 387
Gln Gln Trp Ser Ser Asn Pro Leu Thr
1 5

<210> 388

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético
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<400> 388
Gln Gln His Tyr Ser Thr Pro Pro Thr
1 5

<210> 389

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 389
Gln Gln Arg Ser Ser Tyr Pro Phe Thr
1 5

<210> 390

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 390
Gln Gln Ser Lys Glu val Pro Leu Thr
1 5

<210> 391

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 391
Gln Gln Ser Asn Glu Asp Pro Arg Thr
1 5

<210> 392

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 392
Gln His Phe Trp Gly Thr Pro Trp Thr
1 5

<210> 393

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 393
Gln Gln Tyr Tyr S8er Tyr Pro Arg Thr
1 5

<210> 394
<211>9
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<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 394
Trp Gln Gly Thr His Phe Pro Gln Thr
1 5

<210> 395

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 395
Ser Gln Ser Thr His Val Pro Trp Thr
1 5

<210> 396

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 396
Lys Leu Gly Leu
1

<210> 397

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 397
Gly Phe Ser Leu
1

<210> 398

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 398
Asp Leu Gly Asp Leu
1 5

<210> 399

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético
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<400> 399
Asp Leu Gly Asn Leu
1 5

<210> 400

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 400
Asp Phe His Leu
1

<210> 401

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 401
Gly Ser Leu Gly Thr Leu Pro Leu
1 5

<210> 402

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 402
Gly Phe Ala Leu
1

<210> 403

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 403
Gly His Asp Asp Gly Tyr Asn Tyr Val Tyr Lys Leu
1 5 10

<210> 404

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 404
Gly Phe Thr Leu
1

<210> 405
<211> 13
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<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 405
Leu Ala Gly Tyr Asp Cys Thr Thr Gly Asp Cys Phe Ala
1 5 10

<210> 406

<211>13

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 406
Leu Gly Gly Tyr Asp Cys Asp Asn Gly Asp Cys Phe Thr
1 5 10

<210> 407

<211>13

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 407
Leu Gly Thr Tyr Asp Cys Arg Arg Ala Asp Cys Asn Thr
1 5 10

<210> 408

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 408
Gln Ser Thr Leu Tyr Ser Ser Thr Asp Glu Ile Val
1 5 10

<210> 409

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 409
Gln Cys Ser Tyr Val Asn Ser Asn Thr
1 5

<210> 410

<211>13

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético
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<400> 410

Leu Gly Ser Tyr Asp Cys Arg Ser Asp Asp Cys Asn Val
1 5 10

<210> 411

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético
<400> 411

Leu Gly Ala Tyr Asp Asp Ala Ala Asp Asn Ser

1 5 10

<210> 412

<211>13

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético
<400> 412

Leu Gly Thr Tyr Asp Cys Asn Ser Ala Asp Cys Asn Val
1 5 10
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REIVINDICACIONES

1. Un método para obtener secuencias de nucleétidos o secuencias de aminoacidos de cadenas pesadas o ligeras
de inmunoglobulinas que se unen especificamente a un antigeno, que comprende:

(a) proporcionar secuencias de acido nucleico que codifican cadenas de inmunoglobulina o regiones variables
de las mismas de al menos un animal de una especie seleccionada;

(b) obtener una poblacién de inmunoglobulinas policlonales de un animal de dicha especie seleccionada de la
etapa (a) que se une especificamente a un antigeno, y obtener informacion de los espectros de masas de
fragmentos peptidicos de cadenas pesadas o cadenas ligeras o regiones variables de las mismas de dicha
poblacién;

(c) correlacionar la informacion de espectros de masas de los fragmentos peptidicos con la informacion
pronosticada de los espectros de masas de las secuencias de acidos nucleicos, dicha informacion
pronosticada de los espectros de masas derivada de secuencias de aminoacidos pronosticadas codificadas
por dichas secuencias de acidos nucleicos, para identificar secuencias de nucledtidos o secuencias de
aminoacidos de cadenas de inmunoglobulina (o regiones variables de las mismas) que comprenden los
fragmentos peptidicos; y

(d) seleccionar entre las secuencias de nucledtidos o las secuencias de aminoacidos identificadas de
cadenas de inmunoglobulina (o regiones variables de las mismas) basandose en la cobertura de la secuencia
de aminoacidos de las cadenas de inmunoglobulina o fragmentos de las mismas por los fragmentos
peptidicos, para obtener secuencias de nucleétidos o secuencias de aminoacidos de cadenas pesadas o
ligeras de inmunoglobulinas que se unen especificamente al antigeno.

2. El método de la reivindicacion 1, en donde dicho al menos un animal de la etapa (a) es un animal expuesto al
antigeno y/u opcionalmente

en donde las secuencias de acido nucleico son secuencias de acidos nucleicos expresadas y/u opcionalmente

en donde las secuencias de acido nucleico que codifican cadenas de inmunoglobulina (o regiones variables de las
mismas) se obtienen a partir de dicho al menos un animal mediante:

(1) aislamiento de moléculas de acido nucleico de glébulos blancos de dicho al menos un animal; y

(2) amplificacion de la cadena de inmunoglobulina (o region variable de la misma) que codifica las moléculas
de acido nucleico utilizando cebadores especificos para secuencias de polinucleétido adyacentes a dicha
cadena de inmunoglobulina (o regién variable de la misma) que codifican moléculas de acido nucleico, y

(3) obtencion de secuencias de nucledtido de dichas moléculas de acido nucleico amplificadas que codifican
cadenas de inmunoglobulina (o regiones variables de las mismas) y/u opcionalmente

en donde las moléculas de acido nucleico que codifican polipéptidos son moléculas de ARN y dicha etapa de
amplificacién incluye una etapa de transcripcion inversa inicial y/u opcionalmente

en donde dichas secuencias de polinucleétido adyacentes a dichas moléculas de acido nucleico que codifican la
cadena de inmunoglobulina (o regién variable de la misma) se seleccionan del grupo que consiste en genes de
inmunoglobulina que flanquean ADN gendmico, secuencias de polinucleétido que codifican regiones constantes de
cadenas de inmunoglobulina y secuencias de polinucleétido que codifica regiones marco de cadenas de
inmunoglobulina.

3. El método de la reivindicacién 1, en donde la informacion del espectro de masas pronosticado se obtiene
utilizando un método que comprende las etapas de:

(i) realizar una digestion tedrica de secuencias de aminoacidos pronosticadas codificadas por secuencias de
nucledtidos de las secuencias de acido nucleico con una o mas proteasas y/o uno o mas reactivos de
escision quimica de proteinas para generar fragmentos peptidicos virtuales; y

(ii) crear espectros de masas pronosticados de dichos fragmentos peptidicos virtuales.

4. El método de la reivindicacion 1, en donde las secuencias de acido nucleico de la etapa (a), las secuencias de
aminoacidos pronosticadas y los espectros de masas pronosticados derivados de dichas secuencias de acido
nucleico se ubican dentro de una base de datos de material genético.

5. El método de la reivindicacion 1, en donde dicha poblacion policlonal de inmunoglobulinas de la etapa (b) se
obtiene de una muestra de fluido corporal o fraccion de la misma de un animal y/u opcionalmente dicho fluido
corporal se selecciona del grupo que consiste en sangre, fluido cerebroespinal, liquido sinovial, liquido peritoneal,
secreciones de la mucosa, lagrimas, secreciones nasales, saliva, leche y secreciones genitourinarias.
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6. El método de la reivindicacion 5, en donde el animal es un animal previamente expuesto al antigeno, y/u
opcionalmente en donde el animal previamente expuesto al antigeno es un animal previamente inmunizado con el
antigeno.

7. El método de la reivindicacion 5, en donde el animal es el mismo que dicho al menos un animal de la etapa (a).

8. El método de la reivindicacion 5, en donde dicha poblacion policlonal de inmunoglobulinas de la etapa (b) se
purifica de dicha muestra de fluido corporal o fracciones de la misma y/u opcionalmente en donde la purificacién se
logra por purificacion con proteina A o proteina G o purificacion por afinidad basada en el antigeno.

9. El método de la reivindicacion 1, en donde dicha poblacidn policlonal de inmunoglobulinas de la etapa (b) se
obtiene del medio de células cultivadas in vitro, y/u opcionalmente en donde la informacién del espectro de masas de
los fragmentos peptidicos de la etapa (b) se obtiene de la poblacién policlonal de inmunoglobulinas mediante la
digestion de la poblaciéon con una o mas proteasas y/o uno o mas reactivos de escision quimica de proteinas para
generar fragmentos, y someter los fragmentos generados a andlisis de espectrometria de masas.

10. El método de la reivindicacién 1, en donde la seleccion en la etapa (d) se basa en la cobertura de la secuencia
de aminoacidos de las secuencias de CDR3 de las inmunoglobulinas por los fragmentos peptidicos.

11. El método de la reivindicacion 1 o la reivindicacion 10, en donde la seleccién en la etapa (d) se basa
independiente o adicionalmente en la cobertura de la secuencia de aminoacidos de las regiones variables de las
inmunoglobulinas por los fragmentos peptidicos.

12. Método de la reivindicacion 1, en donde la seleccion en la etapa (d) se basa adicionalmente en al menos un
parametro seleccionado del grupo que consiste en el nimero de péptidos Unicos mapeados, la comparticion del
espectro, el recuento de péptidos totales, el recuento de péptidos Unicos, la frecuencia de las secuencias de acidos
nucleicos codificantes y la relacién clonal.

13. El método de la reivindicacion 1, en donde el animal es un ser humano.

14. El método de la reivindicacién 1, en donde el animal es un conejo o un ratén.
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3126{pMet)
ID Secusncia NG Cadena secuencia COR3 SEQ LD No: | Frec NGS (masx 912%)
GERYOP2IIBFSRR cadena pezada | IpsvASSRGYYLIPDRLOL 331 .03
GXRYQP201BIOD2 Cadend pesadd IPSYVSGREVYIIPORFDL | 332 0.19%
GXRYOPZO1AGLTE cadena pesada | asnYDSSREHWLWVYNELDL | 333 .08
GXRYQP201A97DZ Cddena pesadad KGDPGHPNGLFFTM 334 0.05%
GHREYOP2O1ARCKH cadena pezada | pevwSsSREYYLIPDGLOL 335 1.0
CHRYOP201A9YYT cadena pezada | [poyweSSRGYYLVPDELOL 336 0.01%
GXRYQPEDIBRYTS cadena pesada | [peywsSRAGYYLIPDRLDL 337 0.05%
GHRTQPEDLAK WL cadena pesadd | [(ssyyssRGYWLIFDGLDL 33s 0.13%
GEHEYQPED1ANGRW cadena pesada [S5YYSSRGYYLIPDGLIL G439 0.0 1%
CXREYQP2018G AR cadena F'EEada LYNSYVEO0DM ] £ 5 5%
GXREYQPI01AGFKS cadeha F'EEada ASEDYDSSREHWLYYDRELDL 341 00 1%
GERYQPZIABIROT cadena pesada | LynSVWGEDET 342 0.03%
GRRYQPZ01ASDEE cadena pesada | LYNSLYGDDI 343 0.3 %
GXRYQP20I820NT cadena pezsada | GMPGSTSENSNI J44 . 59%
GERYOPZO1A0CZE cadena pesada | GMPASTSGNSNI 345 0.17%
X RYQP2DIASOWE cadena F'ESada GIPGETSENSNT L] £r 59%
GXEVOP201A1C38 cadena pezada | gueTnenan 47 . 1.2%
3126{ pMet)

I Secuencia NGS Cadena Secuencia CORS Frec MGS (max 3 59%)
CHRYOPE01AAKYL cadens ligera | acGyesscoTvs 345 . 14%
CHRYOPI01AGEFC cadena ligera | QGEFSCROFDCTY 349 0.11%
GXRYQP201A291T kddenhd ligerd LGGYKTTTDGST 350 0.78%
GxRyoPzoiagazw | cadena ligerd | osyyHNSGETSYIT 351 £, B9,
CHRYOPE0 LA ZHW cadena ligera | acoYKSTTDGSA 353 .07 %
GYRYOPINIAIZIR cadena igera | osYYHNSGNSYIT 353 1. 15%
GHRYOQPED1ASGEW cadena ligera | QSYYYGSETSYIT 354 0.0 %
GrRYgPzoieesws | cadena ligers | AGGYKSSGDTFT 355 0.01%
M RYOP LAY FIW cadens ligera | LGGyRETInGESS, 356 3.05%
GXRYQPZ01BRIWK kadend ligerd AGGYKSASDGSA 357 0.30%
GHRYQPZO1AYFES cacena ligers | QGEFSCDAGVCTL 358 0,07 %
GXRYQPZ0IALDF5 xadena ligerd QGEFSCRSYDCTV 359 0. 18%
GHRYQPZO1AATYT cadena ligers | LOQDWSPSYADVA 360 0.06%
GERYQPZO1APNWS | Cadena ligera | QQGRESVDVONY 361 005 %,
GXRAYQPZIIATITE cadena ligera | AGGYKTTTDGSI 362 0.02%
GXRYQP20IAHXIZ cadend ligerd | goeyTYSNVDNY 363 3.69%

En cursiva negrita estan las cadenas de anticuerpo especificas del antigeno

(Se sintetizaron un total de 6 cadenas pesadas (cursiva) y & cadenas ligeras
(cursiva negrita), incluyendo las cadenas de anticuerpo de mayar abundancia
basandose en la frecuencia de NGE)

Figura 8
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Cadenas Cadenas

Pesadas Ligeras

e =~ Resultado SEQUEST:

8 w1 Péptidos Region Variable
s o < 2% FDR

] oo B

Volver a mapear
péptidos con respecto
a base de datos NGS

f% S %%

Regiones variables
alta cobertura
selaccionadas

eeeess
s

SO8000
éﬁ% \@@@% — N7 =\

Expresar anticuerpos monoclonales  Anticuerpos monoclonales
¥ escrutar para determinar actividad funciohales

Figura 10d
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