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Relatério Descritivo da Patente de Invengao para "METODO
PARA CLONAGEM DE ANTICORPOS COGNATOS".
Campo Técnico da Invengao

A presente invengédo refere-se a um procedimento para ligagao
de pares cognatos de sequéncias de codificagdo de Vy e V| de uma popula-
¢ao de células enriquecidas nos marcadores de antigeno de superficie es-
pecificos. O procedimento de ligagdo envolve um procedimento de amplia-
c¢ao molecular multiplexa capaz de ligar sequéncias de nucleotideo de inte-
resse, em conexao com a ampliagao, especificamente, reagdo em cadeia de
polimerase (PCR multiplexa). O método & especificamente vantajoso para a
geragao de bibliotecas de pares cognatos, bem como, bibliotecas combinaté-
rias de sequéncias de codificagdo de regido variavel de imunoglobulina. A
invengao também refere-se aos métodos para geragao de anticorpos huma-
nos/nao-humanos quimeéricos e bibliotecas de express&o geradas por tais
métodos.
Antecedentes da Invencao

O WO 2005/042774 (Symphogen) descreve um meétodo para li-
gacao de sequéncias de nuclecotideo de interesse especificamente pares
cognatos de sequéncias de codificagdo de Vy e V| usando um procedimento
molecular multiplexo. As sequéncias de interesse séo preferivelmente ampli-
adas e ligadas de células simples isoladas seguindo dilui¢do limitada ou ou-
tras técnicas de separagao de célula. A referéncia descreve varios modos de
enriquecer um linfécito contendo populagéao de células de modo a obter uma
populagcao de células plasmaticas que sao especificamente apropriadas para
o procedimento de ampliagao molecular multiplexa.
Sumario da Invengao

A presente invengdo foca os métodos para geracdo de bibliote-
cas de sequéncias de codificacdo de imunoglobulina de animais nao-
humanos e métodos para geragdo em algumas etapas adaptadas para clo-
nagem e classificagao de alto rendimento, bibliotecas de vetores codificando
anticorpos quiméricos compreendendo regiées constantes e regides varia-

veis ndao-humanas.
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Em um primeiro aspecto, a invengao refere-se a um método para
produzir uma biblioteca de pares cognatos compreendendo sequéncias de
codificagao de regido variavel ligada, dito método compreendendo:

a) provisao de uma fragéo celular compreendendo linfoécito de um
doador;

b) obtencédo de uma populagao de células simples isoladas, com-
preendendo distribuicdo de células da dita fragao celular individualmente em
varios recipientes, onde pelo menos uma subpopulacéao das celulas expres-
sa antigenos CD43 e CD138 ou antigenos MHCII e B220; e

c) ampliacido e efeito da ligagdo das sequéncias de codificacao
de regiao variavel contidas na dita populagédo de célula simples isoladas por
ampliacdo, em um procedimento de ampliagdo molecular multiplexa, se-
quéncias de nucleotideo de interesse usando um gabarito derivado de uma
célula simples isolada ou uma populagao de células isogénicas; e efetuando
ligacdo das sequéncias de nucleotideo de interesse ampliadas.

Este método prové uma biblioteca de anticorpos de par cognato
ou fragmentos de anticorpo.

Em outro aspecto a invengéo refere-se a um método de ligagao
aleatoria de varias sequéncias de nucleotideo descontinuas de interesse, o
dito método compreendendo:

a) ampliagao, em um procedimento de ampliagao molecular mul-
tiplexa, das sequéncias de nucleotideo de interesse empregando um gabari-
to derivado de uma populagao de células geneticamente diversas;

b) onde as células geneticamente diversas s&o derivadas de uma
fracao celular compreendendo linfécito, de um doador;

c) onde pelo menos uma subpopulagéo das células expressa an-
tigenos CD43 e CD138 ou antigenos MHCII e B220 antigeno; e

d) efetuando a ligagdo das sequéncias de nucleotideo de interes-
se ampliadas na etapa a).

Este método prové uma biblioteca combinatéria de dominios va-
riaveis de cadeia pesada e leve.

Evidéncia experimental provida no presente pedido estabelece
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que as populagdes de células isoladas de esplendcitos de camundongo e
sendo positivas para os antigenos de superficie listados fornecem um bom
material de partida para clonagem das sequéncias de codificagdo de anti-
corpo usando um método de ampliagdo molecular multiplexa. Os métodos
da invengdo podem ser facilmente aplicados a outras espécies expressando
os ortdlogos de CD43 e CD138 ou MHCII e B220, especificamente os méto-
dos podem ser aplicados a outro roedor, tal como rato.

O método prové varias vantagens com relagao a alternativa, isto
€, geragcao de hibridoma. Quando da preparagao do hibridoma de um ca-
mundongo imunizado, as linhagens de célula estabelecidas codificarao um
repertério de diferentes isotipos de anticorpo. As linhagens de células de
hibridoma subsequentemente precisardo ser classificadas para ambas as
fungdes (por exemplo, ligagdo a um antigeno especifico, eficacia na neutrali-
zagao de um agente patogénico) e para o isotipo de anticorpo. Assim, isto
requer um procedimento de classificacio de duas etapas para selecionar um
hibridoma com um isotipo de anticorpo especifico e com um efeito especifico
em um ensaio funcional. Finalmente, a fim de gerar uma linhagem de célula
produtora, o anticorpo secretado pelo hibridoma selecionado precisara ser
clonado e sequénciado antes de ser transferido para uma linhagem de célula
produtora.

Utilizando o método da presente invengéo, o isotipo de anticorpo
é determinado pelos iniciadores empregados na ampliagdo molecular muiti-
plexa e, portanto, isto ndo precisa ser determinado. O isotipo de anticorpo
pode também ser determinado (e pode ser alterado) pela ligacdo subse-
quente ou recomposiciao do(s) dominio(s) constante(s) para sequéncias va-
riaveis clonadas. Adicionalmente, o método da invengéao prové uma bibliote-
ca de polinucleotideos que podem ser facilmente sequénciados e/ou inseri-
dos nos vetores, tais como vetores de expressio, transferéncia, exibicao ou
de transporte bidirecional, de modo que uma vez que um anticorpo especifi-
co tenha sido selecionado, ele ja foi clonado, sua sequéncia ja & conhecida e
ele pode ser transferido faciimente para um vetor de expresséo apropriado

para producao do anticorpo.
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Espera-se que as células classificadas de acordo com o protoco-
lo fornegam uma fonte de anticorpos de alta afinidade, potenciaimente com
afinidades na faixa picomolar. Anticorpos monoclonais do hibridoma n&o
possuirao afinidades na faixa picomolar e precisarao ser de afinidade sinteti-
camente maturada para alcangar estas afinidades.

De acordo com uma concretizagdo, estes métodos compreen-
dem, adicionalmente, avaliagdo antes da amplificagdo molecular multiplexa
de que a populagao de células compreendendo linfocito consista em células
expressando antigenos CD43 e CD138 ou antigenos MHCII e B220, preferi-
velmente CD43 e CD138. Também, os métodos podem incluir enriquecimen-
to da dita fracdo celular compreendendo linfécito para uma populagao de
linfécito expressando antigenos CD43 e CD138 ou MHCIl e B220 antes da
ampliagdo molecular multiplexa.

Preferivelmente os métodos compreendem, adicionalmente, iso-
lamento da dita populacéao de células compreendendo linfécito expressando
antigenos CD43 e CD138 ou antigenos MHCIl e B220 antes da ampliacao
molecular multiplexa. Em uma concretizagao preferida as células isoladas ou
subpopulagédo de células sdo CD138 alto/CD43 aito ou CD138 intermedia-
rio/CDA43 alto em relagao a fragdo celular compreendendo linfécito. Mais pre-
ferivelmente as células isoladas ou subpopulagao de células sdo CD138 al-
to/CD43 alta em relagao a fragao celular compreendendo linfocito.

Enriquecimento ou isolamento compreende, preferivelmente, um
procedimento de classificagdo automatizado, tal como, MACS ou FACS.

Em um aspecto adicional, a invengéao refere-se a um método para
geragao de um vetor codificando um anticorpo quimérico com regides cons-
tantes humanas e regides varidveis ndo-humanas, dito método compreen-
dendo:

a) provisdo de uma fragdo celular compreendendo linfécito de um
animal diferente do ser humano;

b) obtencio de uma populagao de células simples isoladas, com-
preendendo distribuicdo de células da dita fragcéo celular individualmente em

varios recipientes;



10

15

20

25

30

c) ampliagéo e realizagao da ligagao da regido variavel codifican-
do acidos nucleicos contidos na dita populacio de células simples isoladas
por ampliacdo, em um procedimento de ampliagdo molecular multiplexa, di-
tos acidos nucleicos empregando um gabarito derivado de uma célula sim-
ples isolada ou uma populagdo de células isogénicas; e efetuando ligagao
dos acidos nucleicos ampliados codificando regibes variaveis de cadeias
pesadas e leves;

d) efetuando a ligagdo das regides variaveis ampliadas as regi-
Oes constantes humanas; e

e) insergdo do acido nucleico obtido em um vetor.

Preferivelmente o animal diferente do ser humano é um camun-
dongo. A medida que os métodos da invengdo sido aplicados as células do
camundongo, os métodos sdo denominados: Symplex® ou mSymplex® de
camundongo.

De acordo com este aspecto da invengdo é provido um novo mé-
todo para geragao de bibliotecas de anticorpos humanos/diferentes dos hu-
manos quimericos. Isto é possivel por combinagdo da ampliagdo molecular
multiplexa e clonagem subsequente em uma estrutura de vetor com ligagao
e/ou recomposicao dos dominios constantes de cadeia pesada e leve huma-
na. Tradicionalmente, em um método para geragdo de anticorpos huma-
nos/diferentes dos humanos quiméricos, a quimerizacao tem sido a ultima
etapa apés o hibridoma ter sido estabelecido e classificado e o anticorpo
codificado ter sido clonado. A quimerizagao pode afetar a especificidade da
ligagcdo e/ou afinidade de um anticorpo e assim existe um risco de que um
bom anticorpo monoclonal de camundongo perca sua eficacia quando for
quimerizado em um anticorpo humano/camundongo.

Quando da provisdo de um método que gera diretamente um an-
ticorpo de anticorpos quiméricos, a classificacao pode ser realizada nos pro-
dutos que nio necessitam ser modificados adicionalmente antes do desen-
volvimento pré-clinico e clinico.

As regiées constantes humanas podem ser providas em uma e-

tapa de ampliagéo molecular ou elas podem ser providas como parte de uma
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estrutura de vetor, onde as regiées variaveis sédo clonadas seguindo-se am-
pliacdo molecular. Em uma concretizagao preferida, o método compreende
uma etapa de ampliagao adicional, onde um polinucleotideo codificando uma
cadeia leve constante humana ou seu fragmento com uma sobreposicéo
capaz de prover ligacdo a cadeia leve variavel, é adicionado a mistura da
PCR em conjunto com um conjunto de iniciador capaz de ampliagdo de um
construto compreendendo em ordem: uma cadeia VH de murino, um ligante,
uma cadeia VL de murino e uma cadeia leve constante humana.

Em outra concretizagdo o método compreende uma etapa de
ampliagdo adicional, onde um polinucleotideo codificando cadeia pesada
constante humana ou seu fragmento com uma sobreposigao capaz de provi-
sao de ligagao a cadeia pesada variavel & adicionado a mistura da PCR em
conjunto com um conjunto de iniciador capaz de ampliagdo de um construto
compreendendo em ordem: a cadeia pesada constante humana, uma cadeia
VH de murino, um ligante, e uma cadeia VL de murino. Consequentemente,
também é provida uma biblioteca de vetores codificando anticorpos quiméri-
cos, cada elemento do anticorpo consistindo em sequéncias de imunoglobu-
lina diferentes daquelas dos seres humanos codificando regido variavel e
regides constantes de cadeia leve e pesada de imunoglobulina humana. Pre-
ferivelmente, os vetores sao vetores de expressao que permitam a expres-
sao de elementos de anticorpo da biblioteca para classificagao posterior.
Mais preferivelmente o vetor de expressao se destina a expressdo em mami-
feros.

Os vetores da biblioteca podem ser obtidos por um método da in-
vencao.

Em uma concretizagdo a regido constante de cadeia leve é uma
regido constante capa. As sequéncias diferentes das humanas podem ser de
rato, carneiro, cabra, coelho, porquinho-da-india ou outros animais apropria-
dos, para os quais os protocolos de imunizagéo foram descritos, para os
quais as informagdes de sequéncia estao disponiveis para permitir o projeto
de iniciadores apropriados e para os quais técnicas de classificacédo de célu-
la apropriadas permitem classificagéo de células plasmaticas para ampliagao
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molecular multiplexa de célula Unica, de modo a ligar pares cognatos de se-
guéncias de regido variavel. Em uma concretizagdo, as sequéncias diferen-
tes das humanas sao de origem primata ndo-humana, tais como, macaco
caranguejeiro, macaco Resus, chimpanzé ou simios. Preferivelmente as se-
quéncias diferentes das humanas sido de roedores, tais como, murino ou
rato. Em outra concretizagdo as sequéncias diferentes das humanas sao
sequéncias de coelhos.

Preferivelmente as regiées varidveis dos anticorpos sao pares
cognatos.

Em outro aspecto a invencgéao refere-se a sub-biblioteca que codi-
fica anticorpos exibindo especificidades de ligagao desejadas, dirigidas con-
tra um alvo especifico, selecionadas de uma biblioteca de acordo com a in-
vengao.

Descricao das Figuras

Figura 1: Murino - PCR com mSymplex®: Sobreposi¢éo-extensao
multiplexa RT-PCR para a ampliagéo e ligagao cognata de genes de anticor-
po de cadeia pesada e leve de uma célula unica. Misturas de iniciadores e-
xemplares usadas para RT-PCR e PCR aninhada s&o descritas em detalhes
nas Tabelas 2 e 3 (ou Tabela 5).

Figura 2: Clonagem de repertério de murino: um grupo de produ-
tos da PCR mSymplex® codificando pares de gene VH/N/L de células plas-
maticas unicas foi recomposto no gene codificando a cadeia leve constante
capa humana por recomposi¢ao por sobreposi¢ao-extensdo. O grupo de ge-
nes, codificando anticorpos quiméricos de humanos-camundongos comple-
tos, foi inserido em um vetor de expressao seguido por uma inser¢ao de um
cassete promotor bidirecional (2xCMV). As misturas de iniciador usadas para
a recomposigao de capa humana sao descritas em detalhes na Tabela 6.

Figura 3A: Classificagdo de esplendcitos de camundongo. (A) Pa-
ra isolamento das células plasmaticas definidas como CD43 alto, CD138
alto, Pl (iodeto de propidio) positivo ou células mortas foram excluidos no
painel esquerdo inferior (ndo P1). Entao as células plasmaticas retidas como
CD43 alto, CD138 alto no painel direito inferior (P2). Finalmente, dupletos
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foram excluidos no grafico do painel direito superior SSC-H, SSC-W (P3). As
células positivas para todas as trés retencdes foram classificadas em placas
ELISPOT. (B) Para isolamento dos blastos plasmaticos definidos como in-
termediario MHCII, intermediario B220, Pl (iodeto de propidio) positivo ou
células mortas foram excluidos no painel esquerdo inferior (nao P1). Entao,
os blastos plasmaticos foram excluidos como MHCII intermediario, B220 in-
termediario, painel direito inferior (P2). Dupletos foram excluidos no grafico
do painel direito superior SSC-H, SSC-V (P3) e finalmente as células foram
retidas por tamanho no painel esquerdo superior (P4). Células positivas para
todas as quatro retencgdes foram classificadas nas placas ELISPOT.

Figura 4: Classificagdo dos esplendcitos de camundongo. Primei-
ramente, células Pl positivo ou mortas foram excluidas no painel esquerdo
inferior (P1). No grafico de pontos a direita, parte superior, sao ilustrados
CD138 PE e CD43 FITC. Quatro retengdes foram ajustadas nas diferentes
populagdes de célula fenotipicas: P2 € CD138 intermediario, CD43 alto, P3 é
CD138 alto, CD43 alto, P4 é CD138 alto, Cd43 negativo, P5 é CD138 inter-
mediario, CD43 baixo. 10.000 células positivas para P1 e cada uma das qua-
tro retengbes foi classificada nos tubos de teste e congelada para avaliagao
por symplex.

Figura 5: Eletroforese de gel para produtos da PCR a partir de ti-
tulacdo da PCR Symplex de lisado celular a partir das 4 fragdes classifica-
das, P2, P3, P4 e P5 sao as retengoes classificadas de acordo com a figura
4. M representa marcadores de peso molecular.

Figura 6: representagdao esquematica de um vetor de expressao
de anticorpo e comprimento pleno de mamifero 00-VP-002. Gene de resis-
téncia a ampicilina, Amp e Amp pro e seu promotor; origem pUC, origem
pUC de replicagdo; CMV, promotor de mamifero acionando a expresséo da
cadeia leve e da cadeia pesada; Lider IGHV, lider da cadeia pesada humana
gendmica; enchimento H, inser¢do que é trocada pela sequéncia de codifi-
cacgao de regido variavel de cadeia pesada; IGHG1, sequéncia de codifica-
cao de regido constante de cadeia pesada G1 e isotipo de imunoglobulina
gendmica (sequéncia mostrada no Anexo 1); B-globina A de coelho; se-
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quéncia beta-globina poliA de coelho; lider IGKV, lider capa murino; enchi-
mento L, insercéo que é trocada pela sequéncia de codificagdo de cadeia
leve; termo SV40, sequéncia terminadora 40 do virus simio; FRT, sitio alvo
de reconhecimento Fip; gene resistente @ neomicina, Neo, SV40 poliA, se-
quéncia de sinal 40 poli A do virus de simio.

Figura 7: Analise de um repertério de anticorpos quiméricos anti-
hEGFR. Analise do grupo de diferenga de absorvéncia em 450-620 nm. Os
sobrenadantes sao agrupados por reatividade conforme indicado pelo nume-
ro (1 a 4) seguindo o numero do clone. Cinza escuro indica uma diminuicao
no numero de células metabolicamente ativas, considerando-se que cinza
claro indica um aumento no numero de células metabolicamente ativas. O
preto indica sobrenadantes sem efeito no nimero de células metabolicamen-
te ativas.

Descrigao da Invengéao

A presente invencgao prové possibilidades adicionais para empre-
go do método de ampliagédo e ligagdo descrevedo no W0O2005/042774 para
provisao de colecdes de vetores de anticorpo de animais nao-humanos. Es-
tes aperfeicoamentos permitem a clonagem de sequéncias de codificagéo de
anticorpo quimérico humano/nado-humano com pares cognatos de regides
variaveis a serem ajustados a um formato de alto rendimento. Isto & basica-
mente obtido por aperfeicoamento de um novo material de partida para pro-
cessos de ampliagao e ligagao e por provisdo de métodos para geragao de
bibliotecas de anticorpos humanos/ndo-humanos quiméricos com pares
cognatos de regibes variaveis.

Um aspecto da invengao € um método de ligagdo de sequéncias
variaveis de cadeia pesada e leve compreendendo ampliacido, em um pro-
cedimento de ampliagdo molecular multiplexa, as sequéncias de nucleotideo
relevantes empregando um gabarito derivado de uma célula simples isolada,
uma populagdo de células isogénicas ou uma populacéo de células geneti-
camente diversas e realizagcdo de uma ligacdo subsequente das sequéncias
ampliadas.

Definigcoes
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O termo "par cognato" descreve um par original de acidos nuclei-
cos descontinuos de interesse que estao contidos dentro ou sdo derivados
de uma célula simples. Nas concretizagdes preferidas, um par cognato com-
preende duas sequéncias de codificagao de regiao variavel que em conjunto
codificam um dominio variavel de proteina de ligagao, as sequéncias géni-
cas destas sendo derivadas da mesma célula. Assim, quando expressas
tanto como uma proteina de ligagao completa quanto com um seu fragmento
estavel, elas preservam a afinidade de ligagao e especificidade da proteina
de ligagao originalmente expressa desta célula. Um par cognato pode ser
compreendido, por exemplo, de uma sequéncia de codificagcdo de cadeia
pesada variavel de anticorpo associada a uma sequéncia de codificagao de
cadeia leve variavel da mesma célula, ou uma sequéncia de codificacdo de
cadeia a de receptor de célula a associada a uma sequéncia de codificagao
de cadeia 3 da mesma célula. Uma biblioteca de pares cognatos € uma co-
lecao de tais pares cognatos.

O termo "polimerase de partida aquecida" descreve polimerases
que séo inativas ou possuem atividade muito lenta em temperaturas usadas
para transcricao reversa. Tais polimerases precisam ser ativadas por tempe-
raturas altas (90 a 95°C) para se tornarem funcionais. Isto &, por exemplo,
uma vantagem em procedimentos de RT-PCR de etapa unica, uma vez que
proibe a interferéncia da polimerase com a reacao de transcriptase reversa.

O termo "populagao de células isogénica" descreve uma popula-
cao de células geneticamente idéntica. Especificamente, uma populagéo de
células isogénica derivada por expansao clonal de uma célula simples isola-
da é de interesse na presente invengao.

O termo "célula simples isolada" descreve uma célula que foi fisi-
camente separada de uma populagao de células correspondendo a uma "ce-
lula simples em um recipiente Unico". Quando da distribuigdo de uma popu-
lacdo de células individualmente entre varios recipientes, uma populagéo de
células simples isoladas é obtida. Conforme especificado na secgao intitulada
"Fontes de Gabarito" a proporgio dos recipientes com uma célula simples

nao é necessariamente 100%, a fim de denominar a mesma uma populagao
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de células simples.

Os termos derivados de "ligar" ou "ligagao" em relagdo a amplia-
¢céo descrevem a associacdo das sequéncias de acido nucleico ampliadas
codificando as sequéncias de acido nucleico de interesse em um segmento
simples. Em relagéo aos pares cognatos um segmento compreende sequén-
cias de acido nucleico codificando um dominio variavel, por exemplo, uma
regido variavel de cadeia pesada de anticorpo associada a uma sequéncia
de codificacao de regido variavel de cadeia leve de anticorpo derivada da
mesma célula. A ligagao pode ser tanto ativada simultaneamente com a am-
pliacdo ou como uma etapa imediata seguindo-se a ampliacdo. Nao existem
requisitos para a forma ou funcionalidade do segmento, podendo ser linear,
circular, de filamento simples ou filamento duplo. A ligagdo nao é necessari-
amente permanente, uma das sequéncias de acido nucleico de interesse
pode ser isolada do segmento, caso desejado, uma da sequéncia de codifi-
cacao da regiao variavel pode ser, por exemplo, isolada de um segmento de
par cognato. Contudo, a medida que as regides variaveis originais constitu-
indo o par cognato ndo sao misturadas desordenadamente com outras regi-
Oes variaveis, elas ainda sao consideradas um par cognato, embora néo li-
gadas em conjunto a um segmento simples. A ligagdo é considerada um par
cognato, embora n&o ligada em conjunto a um segmento simples. A ligagao
€ preferivelmente uma ligagao de fosfodiéster de nucleotideo. Contudo, a
ligagao pode também ser obtida por procedimentos de ligagido cruzada qui-
mica diferentes.

O termo "ampliagdo molecular muitiplexa" descreve a ampliagdo
simultanea de duas ou mais seqli€ncias-alvo na mesma reagao. Métodos de
ampliagao apropriados incluem a reagdo em cadeia de polimerase (PCR)
(U.S. 4.683.202), reacgao da cadeia de ligase (LCR), (Wu and Wallace, 1989,
Genomics 4, 560-9), técnica de ampliacido de deslocamento do filamento
(SDA) (Walker e outros,, 1992, Nucl. Acids Res. 20, 1691-6), replicagao de
sequéncia autossustentada (Guatelli e outros, 1990, Proc. Nat. Acad. Sci.
U.S.A., 87, 1874-8) e ampliagdo de sequéncia com base em acido nucleico
(NASBA) (Compton J., 1991, Nature 350, 91-2). Os ultimos dois métodos de
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ampliacdo envolvem reacgdes isotérmicas com base na transcricao isotérmi-
ca, os quais produzem RNA de filamento simples (RNAss) e DNA de fila-
mento dupio (DNAdSs).

O termo "PCR multiplexa” descreve uma variante da PCR onde
duas ou mais sequéncias-alvo sdo ampliadas simultaneamente, por incluséo
de mais de um conjunto de iniciador na mesma reacao, por exemplo, um
conjunto de iniciador adaptado para ampliagcédo da regido variavel de cadeia
pesada e um conjunto de iniciador adaptado para ampliacao da regido varia-
vel de cadeia capa na mesma reacgédo da PCR. Adicional ou alternativamen-
te, um conjunto de iniciador adaptado para ampliagéo da regido variavel de
cadeia lambda pode ser combinado com estes conjuntos de iniciadores.

O termo "RT-PCR multiplexa" descreve uma reagao da PCR mul-
tiplexa, que é precedida por uma etapa de transcrigao reversa (RT). A RT-
PCR multiplexa pode tanto ser realizada como um processo de duas etapas
com uma etapa RT separada antes da PCR multiplexa, como um processo
de etapa simples onde todos os componentes para ambas RT e PCR muiti-
plexa sdo combinados em um fubo simples.

Os termos "PCR de extensao-sobreposicdo multiplexa" e "RT-
PCR de extensdo-sobreposi¢cao multiplexa" implicam no fato de que a PCR
multiplexa ou RT-PCR multiplexa é realizada utilizando uma mistura de inici-
ador de extensao-sobreposigdo multiplexa para ampliar as sequéncias-alvo,
pelo que, permitindo ampliagao simultanea e ligagdo das sequéncias-alvo.

O termo "varios recipientes" descreve qualquer objeto (ou cole-
cao de objetos) que permitem a separagao fisica de uma célula simples de
uma populagédo de células. Estes podem ser tubos, placas de miitiplos po-
¢os (por exemplo, placas de 96 pogos, 384 pocos, placas de microtitulagéo
ou outras placas de multiplos pogos), fileiras, microfileiras, microchips, géis
ou uma matriz de gel. Preferiveimente o objeto & aplicavel a ampliacéo da
PCR.

O termo "proteina policlonal" ou "policlonalidade” conforme usado
neste documento refere-se a uma composigédo de proteina compreendendo
moléculas de proteina diferentes, porém homoélogas, preferivelmente sele-
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cionadas da superfamilia da imunoglobulina. Assim, cada molécula de prote-
ina & homobloga as outras moléculas da composigdo, porém também contém
um ou mais estiramentos de sequéncia de polipeptideo variavel, que é/sao
caracterizado(s) por diferencas na sequéncia de aminoacido entre os ele-
mentos individuais da proteina policlonal. Exemplos conhecidos de tais pro-
teinas policlonais incluem moléculas de anticorpo ou imunoglobulina, recep-
tores de célula T e receptores de célula B. Uma proteina policlonal pode
consistir em um subconjunto definido de moléculas de proteina, que foi defi-
nido por um aspecto comum, tal como, atividade de ligagdo compartilhada
na dire¢cao de um alvo desejado, por exemplo, um anticorpo monoclonal exi-
bindo especificidade de ligagado na dire¢gao de um antigeno-alvo desejado.

O termo "uma populagio de células geneticamente diversas”
conforme usado no presente documento refere-se a uma populagao de célu-
las onde as células individuais na populagdo diferem uma da outra no nivel
genbmico. Tal populagdao de célula geneticamente diversa €, por exemplo,
uma populacdo de células derivadas de um doador ou uma fragao de tais
células, por exemplo, um linfocito B ou um linfocito T contendo uma fragao
de célula.

O termo "conjunto de iniciador” € empregado intercambiavelmen-
te com o termo "par iniciador" e descreve dois ou mais iniciadores que em
conjunto sao capazes de iniciar a ampliagdo de uma sequéncia de nucleoti-
deo de interesse (isto €, um elemento de um par cognato). Um conjunto de
iniciador da presente invengao pode ser projetado para iniciar uma familia de
sequéncias de nucleotideo contendo sequéncias de codificacédo de regido
variavel. Exemplos de familias diferentes sdo cadeias leve capa de anticor-
po, cadeias leve lambda, regides variaveis de cadeia pesada, e regides vari-
aveis de receptor de célula T a, B, v ou 8. Um conjunto de iniciador para a
ampliagdo de uma familia de sequéncias de nucleotideo contendo sequén-
cias de codificacio de regido variavel frequentemente constitui varios inicia-
dores onde os varios iniciadores podem ser iniciadores degenerados.

O termo "identidade de sequéncia” é expresso como uma porcen-

tagem que indica o grau de identidade entre as sequéncias de acido nucleico
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com relacdo ao comprimento da mais curta das duas sequéncias. Pode ser
calculada como (Nres - Naif) 1100%/N,er, onde Nres € 0 niimero de residuos na
mais curta das sequéncias e onde Ngr € 0 niUmero total de residuos nao i-
dénticos em um emparelhamento alinhado otimamente longo Nt entre as
duas sequéncias. Consequentemente, a sequéncia de DNA AGTCAGTC
(Seq. NO. 32) terda uma identidade de sequéncia de 75% com a sequéncia
TAATCAATCGG (Seq. NO. 33) (Ndif=2 e Nref=8) (o sublinhamento mostra o
alinhamento 6timo, e o negrito indica os dois residuos nao-idénticos dos 8).

Os termos "aleatoriamente” ou "aleatéria” com relagao a ligacéao
refere-se a ligagao de sequéncias de nucleotideo que nao sao derivadas da
mesma célula, porém sao ligadas transversalmente entre uma populagao de
células geneticamente diversas. Se as sequéncias de nucleotideo de inte-
resse forem sequéncias de codificagao de regido variavel, isto resultara em
uma biblioteca combinatéria de sequéncias ligadas. Se, por outro lado, as
sequéncias de nucleotideo de interesse codificarem uma proteina heteromé-
rica nao diversa, as sequéncias ligadas aleatoriamente parecerdo similares
as sequéncias ligadas de uma célula simples.

O termo "gabarito derivado de uma célula simples isolada" com
relacdo a transcricao reversa, refere-se aos acidos nucleicos dentro de tal
célula isolada. Os acidos nucleicos podem estar, por exemplo, na forma de
RNA, RNAmM, DNA ou DNA genémico. Os acidos nucleicos podem tanto ser
isolados da célula como ainda estarem com o conteido remanescente da
célula, onde a célula estd em uma forma intacta ou uma forma lisada.

O termo "CDA43" refere-se a um antigeno de superficie de ca-
mundongo conhecido sob inimeros sin6nimos incluindo antigeno 3ES,
A630014B01Rik, antigeno LP-3 de diferenciagado de célula B, Cd43, antige-
no CDA43, Galgp, sialoglicoproteina de leucocito, precursor de leucosialina,
Ly48, Ly-48, Sialoforina, bem como marcadores de superficie ortélogos de
outros animais.

O termo "CD138" refere-se a um antigeno de superficie de ca-
mundongo conhecido por inimeros sindnimos incluindo Syndecan-1, A-
A408134, AA409076, CD138, syn-1, Synd, Synd1, SYND1, Synd-1, precur-
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sor de Syndecan-1, bem como marcadores de superficie ortdlogos de outros
animais.

O termo "MHCII" refere-se a um antigeno de superficie de ca-
mundongo conhecido por inimeros sinénimos incluindo antigeno CD74,
CLIP, DHLAG, cadeia gama de antigeno de histocompatibilidade de H-2
classe II, HLADG, HLA-DR-GAMMA, cadeia nido variante associada ao anti-
geno la, la-GAMMA, li, cadeia nao variante associada a classe || MHC, bem
como marcadores de superficie ortétologos de outros animais.

O termo "B220" refere-se a um antigeno de superficie de camun-
dongo conhecido por inllmeros sinénimos incluindo B220, Cd45, CD45, anti-
geno CD45, CD45R, L-CA, precursor de antigeno comum ao leucécito, loc,
Ly-5, antigeno Ly-5 comum ao linfécito, Lyt-4, T200, bem como aos marca-
dores de superficie ortélogos de outros animais.

Descrigdo Detalhada da Invengao
Processo de ampliacao e ligagao

Um aspecto da presente invengdo reduz o niimero de tubos ne-
cessarios para ampliar as sequéncias de nucleotideo de interesse, empre-
gando uma variante de PCR onde duas ou mais sequéncias-alvo sdo ampli-
adas simultaneamente no mesmo tubo por inclusdo de um ou mais conjun-
tos de iniciadores, por exemplo, todos os iniciadores necessarios para am-
pliar sequéncias de codificagdo de regido variavel, na mesma reagao. De
modo geral, esta abordagem é conhecida como reagao da cadeia de polime-
rase multiplexa (PCR multiplexa).

Um aspecto adicional da presente inven¢do é que duas ou mais
sequéncias-alvo ampliadas por PCR multiplexa sao ligadas em proximidade
ao processo de ampliagdo. Especificamente, pares cognatos de sequéncias
de codificagdo de regido variavel sao ligados por este processo.

Uma concretizagdo da presente invengédo descreve que uma mis-
tura de iniciador multiplexa pode ser projetada para trabalhar em um proce-
dimento de PCR de sobreposigdo-extensao, resultando em uma ampliagdo
simultanea e ligagdo das sequéncias de nucleotideo de interesse. Esta téc-

nica de PCR de sobreposigio-extensdo multiplexa serve para reduzir o na-
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mero de reagbes necessarias para isolar e ligar sequéncias de nucleotideo
de interesse, especificamente pares cognatos de regides variaveis ligadas.

Outras concretizagbes da presente invencao aplicam ligagdo por
unido ou por recombinagdo como uma alternativa a ligagéo por PCR de so-
breposicao-extensao multiplexa. Nestes procedimentos, a ligagédo nao é rea-
lizada simultaneamente com a ampliagdo da PCR multiplexa, porém como
uma etapa imediata seguindo-se a ampliagdo. Contudo, a liga¢do ainda po-
de ser realizada no mesmo tubo como onde a PCR multiplexa foi realizada.

A PCR de sobreposicao-extensdo multiplexa requer a presenca
de dois ou mais conjuntos de iniciadores (uma mistura de iniciador multiple-
xa), onde pelo menos um iniciador de cada conjunto € equipado com uma
cauda de sobreposigdo-extensdo. As caudas de sobreposicdo-extensio
permitem a ligagdo dos produtos gerados em cada um dos conjuntos de ini-
ciadores durante a ampliagdo. Tal mistura de iniciador &€ denominada uma
mistura de iniciador de sobreposicao-extensao multiplexa. A PCR de sobre-
posicao-extensdo multiplexa, difere da PCR de sobreposi¢do-extensao con-
vencional pelo que as sequéncias a serem ligadas sdo geradas simultanea-
mente no mesmo tubo, pelo que, provendo ligacao imediata das sequéncias-
alvo durante ampliagéo, sem qualquer purificagéo intermediaria.

Um aspecto adicional da presente invencdo & uma etapa de
transcrigdo reversa (RT) precedendo a PCR multiplexa ou ampliagdo da
PCR de sobreposicdo-extensdao multiplexa, utilizando um gabarito derivado
de uma célula simples isolada ou uma populagao de células isogénicas.

Um aspecto adicional da presente invengao € o emprego de se-
quéncias de nucleotideo derivadas de uma célula simples isolada ou uma
populagao de células isogénicas como gabarito para a ampliagédo da PCR
multiplexa. Preferivelmente, RNA de uma célula simples sofre transcri¢cdo
reversa no DNAc antes da PCR multiplexa. Para a ampliagéo de algumas
sequéncias de acido nucleico de interesse, DNA gendmico pode ser usado
como alternativa ao RNAm. Utilizando-se células simples isoladas ou uma
populagéo de células isogénicas derivadas da expanséo clonal de uma célu-

la simples isolada como fonte de gabarito, & possivel evitar mistura desorde-
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nada das sequéncias de nucleotideo codificando uma proteina heteromérica
de interesse, com sequéncias de nucleotideo derivadas de diferentes células
dentro de uma populacgdo de células. Isto & importante caso seja desejada
obtengao da composigdo original de sequéncias de interesse. Especialmente
para a geracdo de um par cognhato de sequéncias de codificagdo de regiao
variavel, o emprego de uma célula simples isolada ou uma populacédo de
celulas isogénicas como fonte de gabarito € um aspecto importante.
Adicionalmente, a presente invengao facilita a geracao de biblio-
tecas de sequéncias de acido nucleico de interesse ligadas, especificamente
bibliotecas combinatdrias e bibliotecas de pares cognatos de regides varia-
veis. Adicionalmente, a presente invengao utiliza acidos nucleicos derivados
de células simples, preferivelmente na forma de RNA que nao precisa ser
isolado do teor da célula remanescente antes de ser utilizado como gabarito.
Uma concretizagao da presente invengdo engloba a ligagcado de
varias sequéncias de nucleotideo de interesse descontinuas. O método
compreende ampliagdo, em um procedimento de PCR multiplexa ou amplia-
¢ao de RT-PCR multiplexa, sequéncias de nucleotideo de interesse empre-
gando um gabarito derivado de uma célula simples isolada ou uma popula-
cao de células isogénicas e efetuando ligagcao das sequéncias de nucleoti-
deo ampliadas de interesse. Adicionalmente, o método compreende uma
etapa opcional de realizagao de ampliagao adicional dos produtos ligados.
Uma concretizagado adicional da presente invengdo engloba um
método de producéo de uma biblioteca de pares cognatos compreendendo
sequéncias ligadas de codificacao de regiao variavel. O método compreende
provisdo de uma fragao celular contendo linfécito de um doador, que é op-
cionalmente enriquecido por uma populacio de linfocito especifica da dita
fracao celular, ou onde uma populagéo de linfocito especifica foi isolada da
dita fragao celular. Adicionalmente, uma populagéo de células simples isola-
das é obtida por distribuicdo das células da fragao celular contendo linfécito,
ou da fragdo celular enriquecida, individualmente entre varios recipientes. A
ampliacdo molecular muitiplexa (ampliacdo de RT-PCR multiplexa) das se-

guéncias de codificagdo de regido variavel contidas na populagéo de células
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simples isoladas é realizada e a ligagdo dos pares de sequéncias de codifi-
cacao de regiao variavel é efetuada, onde um par individual de sequéncias
de regiao variavel é derivado de uma célula simples, dentro da populac¢édo da
célula simples isolada. Adicionalmente, a técnica compreende duas etapas
opcionais: na primeira etapa a célula simples isolada, individual na popula-
¢ao das células simples & expandida para uma populagao de células isogé-
nicas antes da realizagcdo da ampliacdo de RT-PCR multiplexa. Desta forma,
s&o obtidos varios recipientes com populagao diversa de células isogénicas
(uma populagao das células isogénicas em um recipiente). A segunda etapa
opcional engloba realizagdo de uma ampliagdo adicional das sequéncias
ligadas de codificagao de regiao variavel.

Nas concretizagbes preferidas da presente invengao, um elemen-
to individual da dita biblioteca de pares cognatos compreendido de uma se-
quéncia de codificacédo de regido varidvel de cadeia leve de imunoglobulina
é associado a uma sequéncia de codificagdo de regido variavel de cadeia
pesada de imunoglobulina, originando-se da mesma célula ou das sequén-
cias de codificagcdo de um dominio de ligagcéo do receptor de célula T, consti-
tuido de uma regido variavel de cadeia alfa associada a regido variavel de
cadeia-beta ou uma regido variavel de cadeia gama associada a regido vari-
avel de cadeia delta, onde as regides variaveis associadas se originam da
mesma célula.

A ampliacao de RT-PCR multiplexa da presente invencédo pode
ser realizada tanto como um processo de duas etapas, onde a transcricao
reversa (RT) é realizada separada da ampliagdo da PCR multiplexa (ou am-
pliacdo molecular multiplexa alternativa), ou como um processo de etapa
Unica, onde as etapas de RT e ampliagdo da PCR multiplexa sao realizadas
com os mesmos iniciadores em um tubo.

A transcricao reversa (RT) é realizada com uma enzima contendo
atividade de transcriptase reversa resultando na geragdo de DNAc do RNA
total, RNAm ou RNA especifico-alvo de uma célula simples isolada. Iniciado-
res que podem ser utilizados para a transcricio reversa sdo, por exemplo,
iniciadores oligo-dT, hexameros aleatorios, decdmeros aleatorios ou outros



10

15

20

25

30

19

iniciadores aleatérios ou iniciadores que séo especificos para as sequéncias
de nucleotideo de interesse.

O procedimento de ampliagdo de RT-PCR multiplexa de duas
etapas permite que o DNAc gerado na etapa de RT, seja distribuido a mais
de um recipiente, permitindo armazenamento de uma fragdo do gabarito an-
tes do procedimento com a ampliagdo. Adicionalmente, a distribuicdo do
DNAc a mais de um tubo permite o desempenho de mais de uma ampliagéo
de PCR multiplexa de acido nucleico derivada do mesmo gabarito. Embora
isto resulte em um ntiimero aumentado de reagdes separadas, abre também
a possibilidade de aumentar a complexidade da mistura de iniciador multi-
plexa se isto for desejado. Esta abordagem de duas etapas pode ser aplica-
da, por exemplo, para ampliar e ligar regido variavel de cadeia pesada e se-
quéncias de codificagédo de regido variavel de cadeia leve capa em um tubo
e regido variavel de cadeia pesada e sequéncias de codificagdo de regiao
variavel de cadeia leve lambda em um tubo diferente empregando o mesmo
gabarito. Uma célula simples geralmente expressa apenas uma das cadeias
leves. Contudo, sera frequentemente mais facil realizar as reagdes simulta-
neamente ao invés de esperar o resultado de uma das reagdes antes de rea-
lizar a outra. Adicionalmente, a ampliacdo de ambas a capa e lambda serve
como um controle interno negativo, uma vez que seria esperado que apenas
capa e lambda ampliem de uma célula simples.

O procedimento de unica etapa de RT-PCR multiplexa, transcri-
¢ao reversa e ampliacdo da PCR multiplexa € realizado no mesmo recipien-
te. Todos os componentes necessarios para realizar ambas a transcrigéo
reversa e a PCR multiplexa em uma Unica etapa sao inicialmente adiciona-
dos aos recipientes e a reagao é realizada. De modo geral, ndo € necessario
acrescentar componentes uma vez que a reagdo tenha comegado. A vanta-
gem de uma ampliagdo de RT-PCR multiplexa de etapa unica é que ela re-
duz o numero de etapas necessarias para gerar as sequéncias de nucleoti-
deo ligadas da presente invengao. Isto & especificamente Gtil quando da rea-
lizagdo da RT-PCR muitiplexa em uma fileira de células simples, quando a
mesma reac¢ao precisa ser realizada em varios recipientes. A RT-PCR multi-
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plexa de etapa uUnica é realizada por emprego de iniciadores reversos pre-
sentes na mistura de iniciador multiplexa necessaria para a ampliagdo da
PCR multiplexa como iniciadores para a transcrigao reversa. De modo geral,
a composigao necessaria para a RT-PCR multiplexa de etapa unica compre-
ende um gabarito de acido nucleico, uma enzima com atividade de transcrip-
tase reversa, uma enzima com atividade de DNA polimerase, mistura de tri-
fosfato de desoxinucleosideo (mistura de dNTP compreendendo dATP,
dCTP, dGTP e dTTP) e mistura de um iniciador multiplexo. O gabarito de
acido nucleico é preferiveimente RNA total ou RNAm derivado de uma célula
simples isolada tanto na forma purificada como um lisado da célula ou ainda
dentro da célula intacta. De modo geral, a composi¢cao exata da mistura de
reacéo requer alguma otimizagdo de cada mistura de iniciador multiplexa a
ser usada com a presente invengao. Isto se aplica para os procedimentos de
RT-PCT multiplexa de etapa uUnica e duas etapas.

Para algumas reagdes de RT-PCR multiplexa de etapa unica po-
de ser vantajoso acrescentar componentes adicionais durante a reagao. Por
exemplo, a adicdo de polimerase seguindo-se a etapa de RT. Outros com-
ponentes seriam, por exemplo, uma mistura de dNTP ou uma mistura de
iniciador muitiplexa possivelmente com uma composigao de iniciador diferen-
te. Isto pode entdo ser considerado como uma RT-PCR mulitiplexa de um
tubo, que geralmente possui as mesmas vantagens que uma RT-PCR muilti-
plexa de uma etapa, uma vez que também limita o niumero de tubos neces-
sarios para obtengao dos produtos ligados desejados.

As sequéncias de nucleotideo de interesse, ampliadas pela RT-
PCR multiplexa podem ser ligadas uma a outra por varios métodos, tais co-
mo, RT-PCR de sobreposi¢cdo-extensao multiplexa, ligacdo ou recombina-
¢&o, empregando diferentes misturas de iniciador multiplexas. Preferivelmen-
te a ampliacdo de RT-PCR multiplexa e processo de ligagdo € um processo
de etapa Unica ou de duas etapas. Contudo, um processo de ligacao tam-
bém pode ser realizado como um processo de multiplas etapas, empregan-
do, por exemplo, um fragmento de enchimento para unir as sequéncias de
acido nucleico de interesse, tanto com PCR, ligagdo ou recombinagéo. Tal
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fragmento de enchimento pode conter elementos cis, elementos promotores
ou uma sequéncia de codificagéo relevante ou sequéncia de reconhecimen-
to. Em uma concretizagdo preferida um processo de ligagdo é realizado no
mesmo recipiente que o da ampliagcao de RT-PCR muitiplexa.

Em uma concretizagdo da presente invengao a ligagéo de varias
sequéncias de nucleotideo de interesse descontinuas é realizada em asso-
ciagcdo com a ampliagdo da PCR multiplexa, utilizando a mistura de iniciador
de sobreposicao-extensdo multiplexa. Isto resulta na ampliagdo e ligagéo
combinadas das sequéncias-alvo. De modo geral, a composigao necessaria
para a PCR de sobreposicao-extensao multiplexa compreende, um gabarito
de acido nucleico, uma enzima com atividade de DNA polimerase, mistura
de trifosfato desoxinucleosideo (mistura de dANTP compreendendo dATP,
dCTP, dGTP e dTTP) e uma mistura de iniciador de sobreposigcao-extensao
multiplexa.

Em uma concretizagdo especifica da presente invengao, a liga-
¢do das varias sequéncias de nucleotideo de interesse descontinuas é reali-
zada por RT-PCR de sobreposicdo-extensdo multiplexa empregando um
gabarito derivado de uma célula simples isolada ou uma populacao de célu-
las isogénicas. Adicionalmente, o método compreende uma etapa opcional
de realizacdo de uma ampliagdo molecular adicional dos produtos ligados.
Preferivelmente, a RT-PCR de sobreposi¢cao-extensdo multiplexa & realizada
como uma reacao de etapa unica/um tubo.

A mistura de iniciador de sobreposicdo-extensdo multiplexa da
presente invengdo compreende pelo menos dois conjuntos de iniciadores
capazes de iniciar a ampliagao e ligagao de pelo menos duas sequéncias de
codificacdo de regido variavel, por exemplo, ampliacdo e ligacdo das se-
quéncias de familias de regido varidvel de cadeia pesada de imunoglobulina
com familias de regidao variavel de cadeia leve capa ou lambda, ou amplia-
cao e ligacao das sequéncias de familias de receptores de células T a, B, v,
ou d.

Em outra concretizagdo da presente invengao as varias sequén-

cias de nucleotideo de interesse, ampliadas por RT-PCR multiplexa, sé&o li-
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gadas por unido. De modo a obter isto, a mistura de iniciador multiplexa u-
sada para a RT-PCR multiplexa é projetada, tal que, as sequéncias-alvo
ampliadas podem ser clivadas com enzimas de restricio apropriadas e liga-
¢ao covalente por unidao de DNA pode ser realizada (o projeto do iniciador é
descrito na sec¢éo "Misturas de Iniciador e Projeto”). Seguindo-se a RT-PCR
multiplexa com tal mistura de iniciador muitiplexa, as enzimas de restricao
necessarias para formar terminagdes compativeis das sequéncias-alvo séo
adicionadas a mistura em conjunto com a ligase. Nenhuma purificagdo dos
produtos da PCR ¢é necessaria antes desta etapa, embora a purificagéo pos-
sa ser realizada. A temperatura de reagao para a clivagem de restrigdo com-
binada e ligacao esta aproximadamente entre 0 e 40°C. Contudo, se a poli-
merase da reagcdo PCR multiplexa ainda estiver presente na mistura, uma
temperatura de incubagdo abaixo da temperatura ambiente é preferida, mais
preferivelmente temperaturas entre 4 e 16°C.

Ainda em outra concretizagdo da presente invencao, as varias
sequéncias de nucleotideo de interesse, ampliadas por RT-PCR multiplexa,
sao unidas por recombinagio. Nesta abordagem, as sequéncias-alvo ampli-
adas podem ser unidas empregando sitios de recombinagao idénticos. A
ligagdo € entado realizada por adicdo de recombinases que facilitam a re-
combinagdo. Alguns sistemas de recombinase apropriados sdo Flp recombi-
nase com varios sitios FRT, Cre recombinase com varios sitios lox, integra-
se PC31 que realiza a recombinagao entre o sitio attB, o sistema B-
recombinase-six, bem como o sistema Gin-gix. A ligagdo por recombinagéao
foi exemplificada para duas sequéncias de nucleotideo (Vy ligado com V)
(Chapal, N. e outros, 1997 BioTechniques 23, 518-524).

Em uma concretizagdo preferida da presente invengéo, as se-
quéncias de nucleotideo de interesse compreendem sequéncias de codifica-
¢do de regido variavel e a ligagdo gera um par cognato de sequéncias de
codificagéo de regiao variavel. Tal par cognato pode compreender uma ou
mais sequéncias de codificagao de regiao constante além das regides varia-
veis. Preferivelmente as regides constantes sdo de origem humana e o par

cognato da regido variavel é de origem diferente, tal como, camundongo,
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rato ou coelho.

Em uma concretizagdo mesmo mais preferida da presente inven-
¢ao, as sequéncias de nucleotideo de interesse compreendem regiao varia-
vel codificando sequéncias de imunoglobulina e a ligagdo gera um par cog-
nato da regido variavel de cadeia leve e sequéncias de codificagdo de regiao
variavel de cadeia pesada. Tal par cognato pode compreender uma ou mais
sequéncias de codificagdo de regiao constante além das regifes variaveis.
Adicionalmente, tal par cognato pode ser isolado de gabarito derivado de
células da linhagem de linfécito B enriquecidas da fragéo celular contendo
linfocito, tais como sangue integral, células mononucleares ou leucécitos.

Em outra concretizagdo da presente invencgao, as sequéncias de
nucleotideo de interesse compreendem sequéncias TcR codificando regiao
variavel e a ligagdo gera um par cognato de sequéncias de codificagdo de
regido variavel de cadeia a e regiao variavel de cadeia B ou sequéncias de
codificagao de regido variavel de cadeia y e regido variavel de cadeia 6. Tal
par coghato pode compreender uma ou mais sequéncias de codificagcao de
regiao constante além das regides variaveis. Adicionalmente, tal par cognato
pode ser isolado de gabarito derivado de células da linhagem de linfécito T
enriquecidas da fragao celular contendo linfécito, tais como sangue integral,
células mononucleares ou leucécitos.

Outro aspecto da presente invengao se constitui na utilizacao da
RT-PCR multiplexa com uma populacédo de células geneticamente diversas
como fonte de gabarito. A maior parte das sequéncias de codificagdo da pro-
teina heteromérica nao varia de célula para célula como é o caso com as
sequéncias de codificagado de regido variavel das proteinas de ligagéo. As-
sim, quando utilizando a presente invengéo para a clonagem de sequéncias
de codificagdo de proteina heteromérica nao-variavel, ndo ha necessidade
de se realizar um isolamento inicial das células simples.

Nesta concretizagao da presente invencéo, varias sequéncias de
nucleotideo de interesse descontinuas sao ligadas aleatoriamente por um
método compreendendo, realizacéo de ampliagao de RT-PCR multiplexa de

sequéncias de nucleotideo de interesse empregando um gabarito derivado
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de uma populagao de células geneticamente diversas e efetuando ligagao
das sequéncias de nucleotideo ampliadas de interesse. Adicionalmente, o
método compreende uma etapa opcional de realizacdo de uma ampliagao
adicional dos produtos ligados. Como com a abordagem da célula simples, a
ligacdo pode ser realizada tanto utilizando a mistura de iniciador de sobrepo-
sicdo-extensao multiplexa para a ampliagao ou alternativamente por ligagéo
ou recombinagao. Preferivelmente o gabarito derivado da populagao de célu-
las nao esta estritamente contido dentro das células. A populacédo de células
pode ser, por exemplo, lisada.

A aplicagado do processo de ligacao aleatéria em uma populagao
de células expressando proteinas de ligagao variantes, possibilita a geracao
simplificada de bibliotecas combinatérias de sequéncias de codificacdo de
regido variavel. Preferivelmente, a populacao de células constitui células que
expressam proteinas de ligagao de regido variaveis, tais como, linfécitos B,
linfécitos T, células de hibridoma, células plasmaticas, plasmablastos, ou
uma mistura destas células.

A populagdo de células na concretizacdo mencionada acima po-
de, por exemplo, ser permeabilizada ou lisada, sem purificagdo adicional ou
os acidos nucleicos de gabarito podem ser isolados das células por proce-
dimentos-padrdo. O procedimento de RT-PCR multiplexa de etapa simples é
preferido. Contudo, o procedimento de duas etapas também pode ser usado
na concretizagéo.

Um modo eficiente de aumentar a especificidade, sensibilidade e
rendimento do processo de ligagdo de RT-PCR multiplexa é por realizacao
de uma ampliagdo molecular adicional das sequéncias de nucleotideo liga-
das obtidas da RT-PCR multiplexa seguida por ligagdo por unido ou recom-
binagao ou ligagdao empregando a RT-PCR de sobreposi¢ao-extensao multi-
plexa. Esta ampliagéo adicional é realizada preferivelmente com ampliagao
da PCR, utilizando uma mistura de iniciador adaptada para ampliagdo das
sequéncias de acido nucleico de interesse ligadas. A mistura de iniciador
utilizada pode se constituir em iniciadores externos da mistura de iniciador

multiplexa ou mistura de iniciador de sobreposicdo-extensdo multiplexa, sig-
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nificando os iniciadores que recombinam com a extremidade 5' e 3' mais ex-
tremas do filamento de senso das sequéncias ligadas de codificac&o de re-
gido variavel, pelo que, permitindo a ampliagédo de todo produto ligado. Os
iniciadores externos também podem ser descritos como os iniciadores da
mistura de iniciador de sobreposicido-extensdao multiplexa que ndo contém
caudas de sobreposigcao-extensao. Alternativamente, um conjunto de inicia-
dor aninhado ou semianinhado pode ser usado para a ampliagdo adicional
das sequéncias de nucleotideo ligadas. Tal PCR aninhada serve especial-
mente para aumentar a especificidade do método, bem como para aumentar
a quantidade do produto ligado. Para a presente invengcdo, PCR semiani-
nhada (conforme descrita na segao intitulada Misturas de Iniciador e Projeto)
é considerada funcionando bem como a PCR aninhada. Assim, & desejado,
embora n&o necessario que a presente invengao realize uma ampliacédo adi-
cional da PCR dos produtos ligados a partir da RT-PCR de sobreposigéo-
extensado muiltiplexa ou dos produtos ligados por unido ou recombinacéo,
preferivelmente empregando PCR aninhada ou PCR semianinhada.

A ampliagao adicional pode tanto ser realizada diretamente u-
sando uma fragao quanto todo o produto de reacédo da RT-PCR de sobrepo-
sicao-extensao multiplexa ou produto de ligagdo ou produto de recombina-
¢ao ou uma fragdo de qualquer um destes produtos ou empregando produ-
tos ligados parcialmente purificados de qualguer uma destas reagdes, por
exemplo, por realizagdo de uma eletroforese de gel agarose dos produtos
ligados, e excisando o fragmento correspondendo ao tamanho esperado das
sequéncias de codificagdo da regido variavel ligada. Para os produtos liga-
dos por RT-PCR de sobreposicao-extensdo multiplexa, a ampliagao adicio-
nal é preferivelmente realizada diretamente em uma fragéao a partir da rea-
c¢éao de RT-PCR de sobreposigéao-extensao multiplexa, uma vez que isto aju-
daria na ligagao das sequéncias-alvo individuais que nao foram ligadas na
primeira reacao.

Sequéncias de Interesse

As sequéncias de nucleotideo de interesse da presente invengao
podem ser selecionadas de sequéncias que codificam diferentes subunida-
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des ou dominios, as quais, quando expressas, formam uma proteina ou par-
te de uma proteina. Tais proteinas que sdo compostas de pelo menos duas
subunidades nao idénticas sdo conhecidas como proteinas heteroméricas.
As proteinas heteroméricas s&o comuns em todos os tipos de espécies. Al-
gumas das classes as quais tais proteinas pertencem sao, por exemplo, en-
zimas, inibidores, proteinas estruturais, toxinas, proteinas de canal, protei-
nas G, proteinas de receptor, proteinas da superfamilia das imunoglobulinas,
proteinas de transporte etc. As sequéncias de nucleotideo codificando tais
proteinas heteroméricas sdo descontinuas, significando, por exemplo, que
elas se originam de genes diferentes, ou moléculas de RNAm diferentes.
Contudo, descontinuas conforme empregado na presente invengao também
pode significar sequéncias de nucleotideo codificando dominios da mesma
proteina, onde os dominios s&o separados por sequéncias de nucleotideo
que ndo sao de interesse.

Em uma concretizagdo da presente invengdo as sequéncias de
nucleotideos de interesse contém sequéncias de codificagao de regido vari-
avel da superfamilia da imunoglobulina, tais como, imunoglobulinas (anticor-
pos), receptores de célula B e receptores de célula T (TcR's). Especialmen-
te, as sequéncias de codificagdo de regido variavel das imunoglobulinas s&o
de interesse. Tais sequéncias de codificagdo de regiao variavel compreen-
dem anticorpos de comprimento pleno, bem como, Fab's, Fv's, scFv's e
combinagdes de fragmentos das sequéncias de codificagdo de regido varia-
vel, por exemplo, regides determinantes de complementaridade (CDR's),
genes de unido ou genes V ou suas combinagdes. De modo geral a presente
invencao pode ser aplicada a quaisquer combina¢des de sequéncias de co-
dificagdo de regido variavel e seus fragmentos. A presente aplicagéo permite
a ligacao apenas dos dominios variaveis das cadeias pesada e leve gerando
sequéncias de codificagdo de Fv ou scFv. Ou a ligagédo de toda cadeia leve
com a regido variavel de cadeia pesada + dominio de regido constante Cyq +
partes da regiao de articulagao, gerando Fab, Fab' ou F(ab).. Adicionalmente
é possivel acrescentar qualquer regido dos dominios de regiéo constante de
cadeia pesada a cadeia pesada variavel, pelo que, gerando sequéncias de
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codificacao de anticorpo de comprimento pleno ou sequéncias de codifica-
¢ao de anticorpo truncado. Em um aspecto da invengdo, as sequéncias vari-
aveis nao-humanas sao ligadas as regites constantes humanas para gerar
anticorpos humanos/nao-humanos completamente quiméricos, preferivel-
mente anticorpos quiméricos com regidoes humanas constantes.

Em uma concretizacao adicional da presente invengédo, sequén-
cias de codificacdo de regido variavel compreendem um tipo de sequéncia
de codificagdo de cadeia leve de imunoglobulina (capa ou lambda) e uma
sequéncia de codificagdo de regido variavel de cadeia pesada de imunoglo-
bulina. Isto é obtido por sele¢ao de iniciadores ampliando apenas um isotipo
de cadeia leve e pesada. O isotipo pode também ser determinado por liga-
¢éo ou recomposicao de regides constantes humanas de um ou mais isoti-
pos de cadeia pesada e leve.

Sequéncias de codificagdo de regido variavel derivadas de re-
ceptores de celula T (TcR's) sdo também de interesse. Tais sequéncias de
codificacdo de TcR compreendem sequéncias de codificacdo de cadeias aifa
e beta ou gama e delta de comprimento pleno, bem como TcR's sollveis ou
apenas dominios variaveis destas cadeias ou proteinas de fusdo de cadeia
simples das mesmas (por exemplo, cadeia af§ simples ou cadeia simples
yd).

Fontes de Gabarito

Um aspecto da presente invengdo é a capacidade de ligar se-
quéncias de nucleotideo derivadas de uma célula simples isolada, uma po-
pulagdo de células isogénicas, ou uma populagao de células geneticamente
diversa que nao foi separada em recipientes simples.

Um aspecto preferido da presente invengdo é o emprego de cé-
lulas simples isoladas ou uma populagédo de células isogénicas como fonte
de gabarito, uma vez que a mistura desordenada das sequéncias de acido
nucleico de interesse, especificamente sequéncias de codificagdo de regi&o
variavel & evitada. Isto é importante, se & desejado um par original, por e-
xemplo, de sequéncias de codificagdo de regiao variavel.

Outro aspecto preferido da presente invengédo & a obtengao de
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uma célula simples ou populagéo das células simples a partir da fragcéo celu-
lar compreendendo linfécitos, tais como, linfécitos B, linfocitos T, as células
plasmaticas e/ou varios estagios de desenvolvimento destas linhagens de
células. Outras populagdes de células que expressam proteinas de ligacéo
da superfamilia das imunoglobulinas podem também ser usadas, de modo a
obter células simples. Linhagens de células, tais como, células de hibridoma,
linhagens de células de linfécito B ou linfécito T ou linhagens de célula imor-
talizadas de virus ou células derivadas de doador participando na resposta
imune sao também aplicaveis na presente invencgao. Fragdes celulares con-
tendo linfocito derivadas de doador podem também ser obtidas de tecido
natural ou fluido que é rico em tais células, por exemplo, sangue, medula
o6ssea, nodos linfaticos, tecido do bacgo, tecido das amidalas ou de infiltra-
¢bes em e ao redor de tumores ou infiltragdes de tecido inflamatério. Preferi-
velmente, no caso de animais ndo-humanos, o tecido do bago ou medula
Ossea € usado. Doadores podem tanto ser ndo desafiados ou hiperimunes
com relacao ao alvo desejado. Para o isolamento de proteinas de ligagcdo de
antigeno com especificidades de ligacdo na diregcao de um alvo desejado, os
doadores hiperimunes sdo preferidos. Tais doadores hiperimunes podem
tanto ser doadores imunizados com o alvo quanto fragmentos do alvo ou
podem ser pacientes convalescentes, ou individuos nao-saudaveis que es-
tao operando uma resposta imune natural na diregdo do alvo, por exemplo,
pacientes autoimunes, pacientes com cancer, pacientes com doencgas infec-
ciosas, por exemplo, pacientes com HIV, pacientes com hepatite A, B ou C,
pacientes SARS, etc. ou pacientes com doengas cronicas. Contudo, em uma
concretizacao especificamente preferida, o doador € um animal ndo-humano
que foi imunizado com um antigeno préprio humano, tal como, proteina hu-
mana implicada em cancer, tal como, EGFR.

Para uso na presente invengao, doadores de células podem ser
da mesma espécie a ser tratada com os produtos obtidos das sequéncias de
nucleotideo ligadas da presente invengao. Preferivelmente, um doador de
célula &€ um animal doméstico, de estimagao, o homem. Um aspecto especial

da presente invengéo é que ela permite a geragao de bibliotecas de anticor-
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po humano/nao-humano quiméricas para uso em terapia humana. Tal abor-
dagem é preferida quando os anticorpos s&o direcionados contra os assim
chamados antigenos proprios, isto €, antigenos humanos.

O doador pode também ser animal transgénico, especificamente
um camundongo transgénico. Animais transgénicos transportando locais de
imunoglobulina humana s&o descritos na Patente US numero 6.111.166 e
Kuroiwa, Y. e outros, Nature Biotechnology; 2002; 20: 889-893. Tais animais
transgénicos sdo capazes de produzir imunoglobulinas humanas. Assim,
anticorpos humanos completos contra um alvo especifico podem surgir por
técnicas de imunizagdo comuns de tais animais transgénicos. Isto permite a
geracéao de bibliotecas codificando proteinas de ligagdo com especificidades
na diregdo de alvos mais dificeis, tais como, antigenos humanos para os
quais nao existe ou existe resposta limitada de anticorpo humano natural.
Tais animais transgénicos podem da mesma forma ser desenvolvidos para
produzir receptores de célula T humana.

Em uma concretizacao adicional da presente invengao, a fracao
celular contendo linfécito é constituida de sangue integral, medula 6ssea,
células mononucleares ou leucécitos obtidos de um doador. Células mono-
nucleares podem ser isoladas de sangue, medula 6ssea, nodos linfaticos,
baco, infiltragdes ao redor das células cancerigenas e infiltragdes inflamato-
rias. Células mononucleares podem ser isoladas por técnicas de centrifuga-
¢éo de densidade, por exemplo, gradientes de Ficoll. Se as células mononu-
cleares forem isoladas das amostras compostas de tecido, o tecido sera de-
sintegrado antes da centrifugacao gradiente ser realizada. A desintegragao
pode ser realizada, por exemplo, por métodos mecanicos, tais como, moa-
gem, eletroporagao e/ou por métodos quimicos, tais como, tratamentos en-
zimaticos. O isolamento dos leucécitos pode ser realizado diretamente de
doadores empregando leucoforese. Preparagdes brutas, por exemplo, de
medula éssea ou tecido, que contém linfocitos, também podem ser usadas
na presente invengdo. Tais preparagtes precisardao ser desintegradas, por
exemplo, conforme descrito acima, a fim de facilitar a distribuigéo da célula

simples.
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Um aspecto adicional da presente invengéo é o enriquecimento
da fragdo celular contendo linfocito, por exemplo, sangue integral, células
mononucleares, leucocitos ou medula 6ssea, com relagdo a uma populagao
de linfocito especifica, tais como células da linhagem de linfécito B ou linfoci-
to T. O enriquecimento dos linfocitos B pode ser realizado, por exemplo, em-
pregando classificagdo de célula em microesfera magnética (MACS) ou
classificacao de célula ativada em fluorescéncia (FACS) tirando vantagem
das proteinas marcadoras de superficie de célula especifica de linhagem,
tais como, CD19 ou outros marcadores especificos de linhagem de célula B,
tais como, B220. O enriquecimento de linfécitos T pode ser realizado, por
exemplo, utilizando um marcador de superficie celular, tal como, CD3 ou
marcadores especificos de linhagem de célula T.

Um aspecto preferido da presente invengédo € a classificagéo dos
linfécitos B enriquecidos adicionalmente, a fim de adquirir as céluias plasma-
ticas, antes da distribuicao das células individualmente entre varios recipien-
tes. O isolamento das células plasmaticas é realizado, de modo geral, por
classificagdo MACS ou FACS, utilizando marcadores de superficie, tais co-
mo CD19. Outros marcadores de superficie especificos de célula plasmatica
ou suas combinagdes podem ser utilizados, por exemplo, CD138, CD43,
CD19, MHC-IlI, a escolha exata do marcador dependendo da fonte de célula
plasmatica, por exemplo, braco, amidalas, sangue ou medula 6ssea. Natu-
ralmente, a escolha exata dos marcadores de superficie também depende
das espécies, a partir das quais as células sdo isoladas.

Em um aspecto da invengéao, os marcadores usados para classi-
ficacdo e/ou selegao de células sdo CD43 e CD138 ou MHCII e B220 ou or-
toélogos. Preferiveimente, a combinacdo dos marcadores € CD43 e CD138 e
preferivelmente as células selecionadas possuem uma expresséo intermedi-
aria ou alta destes marcadores em relagao a populagdo de células compre-
endendo linfocitos da qual eles sdo selecionados ou isolados. Mais preferi-
velmente, o nivel de expressdo de CD43 e CD138 ¢é relativamente aito em
relacao a populagao de células compreendendo linfécitos da qual eles sao

selecionados ou isolados.
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As células plasmaticas também podem ser obtidas de uma popu-
lagdo de células compreendendo linfécitos obtidos de qualquer uma destas
fontes. As células plasmaticas isoladas do sangue sdo algumas vezes de-
nominadas como células plasmaticas ou plasmablastos. Na presente inven-
cao, estas células sdo também denominadas células plasmaticas. As células
plasmaticas sdo desejadas para isolamento dos pares cognatos de sequén-
cias de codificagdo de imunoglobulina, uma vez que uma frequéncia mais
alta destas células produz anticorpos especificos de antigeno que refletem a
imunidade adquirida na direcao do antigeno desejado e a maior parte das
células sofreu hipermutacao somatica e, portanto, codificam anticorpos de
alta afinidade. Adicionalmente, os niveis de RNAmM nas células plasmaticas
séo elevados em comparacgédo a populagdo de linfocito B remanescente, as-
sim o procedimento de transcricdo reversa é mais eficiente quando usando
ceélulas plasmaticas simples. Como uma alternativa ao isolamento das célu-
las plasmaticas, as células de memoéria B podem ser isoladas da fragdo de
célula contendo linfécito utilizando um marcador de superficie de célula, tal
como, CD27 e IgG.

Um aspecto alternativo da presente invengao é a selegao de lin-
focitos B enriquecidos para especificidade do antigeno antes da distribuigéo
das células entre os varios recipientes. Isolamento dos linfécitos B especifi-
cos de antigeno € realizado por contato dos linfécitos B enriquecidos com o
antigeno desejado ou antigenos permitindo ligagao do antigeno a superficie
exposta a imunoglobulina, seguido por isolamento dos ligantes. Isto pode ser
feito, por exemplo, por biotinilacdo do antigeno desejado ou antigenos se-
guido por técnicas de classificagdo de célula apropriadas. As células plasma-
ticas bem como linfocitos B, células mononucleares nao enriquecidas, leuco-
citos, sangue integral, medula 6ssea ou preparacdes de tecido podem ser
submetidas ao isolamento com relagao a especificidade de antigeno se isto
for desejado.

Outro aspecto da presente invencio é classificar linfocitos T en-
riquecidos (por exemplo, células CD3 positivas) empregando marcadores de
superficie, tais como, por exemplo, CD27, de modo a obter uma fragao de
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células T de memdria. Os linfécitos T podem também ser selecionados de
especificidade de antigeno-MHC usando complexos de peptideo-MHC (por
exemplo, Callan, M.F. e outros, 1998. J. Exp. Med. 187, 1395-1402; Novak,
E.J. e outros, 1999. J. Clin. Invest 104, R63-R67).

Como uma alternativa a classificagao das células expressando
determinados marcadores de superficie, isto &€, uma sele¢do positiva, € con-
cebivel que células NAO expressando os marcadores sejam esgotadas da
composi¢cdo de células, deixando as células atras daquelas que realmente
expressam os marcadores.

Um aspecto adicional da presente invencao & a imortalizacao de
qualquer uma das fragdes de célula isolada descritas acima (por exemplo,
linfécitos B, as células plasmaticas, células de meméoria ou linfécitos T). A
imortalizacao pode ser realizada, por exemplo, com virus Epstein-Barr
(Traggiai, E., e outros, 2004. Nat Med 10, 871-875) antes da distribuicdo ce-
lular. Alternativamente, células simples isoladas podem ser imortalizadas e
expandidas antes da transcricao reversa. Traggiai e outros, Nat Med. Agosto
de 2004; 10(8):871-5.

Um aspecto adicional da presente invencédo € a distribuigdo de
uma populagdo de células desejadas (por exemplo, células de hibridoma,
linhagens de células de linfocito B ou linhagem de linfécito T, células de san-
gue integral, células de medula dssea, células mononucleares, leucocitos,
linfécitos B, células plasmaticas, linfécitos B especificos de antigeno, células
B de memobria, linfécitos T, linfocitos T especificos de peptideo/MHC ou célu-
las T de meméria) individualmente, em varios recipientes, a fim de se obter
uma populacao de células simples isoladas. Este isolamento de células sim-
ples refere-se a separacgao fisica das células de uma bopulagéo de células,
de tal modo que um recipiente simples contenha uma célula simples ou uma
microfileira, chip ou matriz de gel sendo carregada em um modo que produ-
za células simples. As células podem ser distribuidas diretamente aos varios
recipientes, tais como, fileiras de recipientes simples por limitagao da dilui-
cao. Os recipientes simples utilizados na presente invengao séo preferivel-

mente aqueles aplicaveis na PCR (por exemplo, tubos de PCR e placas de
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PCR com 96 pogos ou 384 pogos ou fileiras maiores de recipientes). Contu-
do, outros recipientes também podem ser usados. Quando da distribuigao
das células simples em um grande numero de recipientes simples (por e-
xemplo, placas com 384 pogos), uma populagao de células simples é obtida.
Tal distribuicdo pode ser realizada, por exemplo, por dispensa de um volume
em um recipiente simples que na média engloba uma concentragédo de célu-
la de um, 0,5 ou 0,3 célula, desta forma obtendo recipientes que em média
contém uma célula simples ou menos. Uma vez que a distribuicdo das célu-
las por limitagao da diluicdo € um evento estatistico, uma fragao de recipien-
tes sera cheia, uma fragdo maior contera uma célula simples e uma fragéo
menor contera duas ou mais células. Quando duas ou mais células estive-
rem presentes em um recipiente, alguma mistura desordenada das sequén-
cias de codificacdo de a regido variavel podera ocorrer entre as células pre-
sentes no recipiente. Contudo, uma vez que este € um evento menor, ele
nao afetara a utilidade total da presente invengao. Adicionalmente, combina-
¢cOes de sequéncias de codificagao de regido variavel que nao possuem a
afinidade e especifidade de ligagdo desejada mais provavelmente nao seréo
selecionadas e consequentemente serao eliminadas durante o processo de
classificagdo. Portanto, eventos menores de mistura desordenada nao afeta-
ram significativamente a biblioteca final da presente invengao.

Existem alternativas para distribuigao celular por limitagdo da di-
luigdo usando, por exemplo, classificadores de células, tais como, maquinas
de FACS ou robds, que podem ser programados para dispensar acurada-
mente células simples dentro de recipientes simples. Estas alternativas sdo
preferiveis, uma vez que elas sdo menos trabalhosas e sdo mais eficientes
na obtencao uniforme de distribui¢do das células simples dentro dos recipi-
entes simples. Os procedimentos de enriquecimento, classificagdo e isola-
mento descritos acima sao realizados, tal que, a maior parte das células é
mantida intacta. A ruptura das células durante o enriquecimento e classifica-
¢ao pode resultar na mistura desordenada das sequéncias de codificagéo de
regido variavel. Contudo, ndo se espera que isto constitua um problema,

uma vez que a ruptura é esperada como sendo baixa. A lavagem e possivel
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tratamento das células com RNAse antes da distribuicdo nos recipientes
simples removera quaiquer RNA que tenha vazado durante o processo.

Adicionalmente, quando se considera as descrigdes acima de
como distribuir as células de modo a se obter uma populagdo de células
simples em uma populacéo de recipientes simples, ndo deve ser interpreta-
do como um aspecto absolutamente necessario que cada recipiente deva
conter uma célula simples. Ao invés disto, isto indica que a maioria dos reci-
pientes contém células simples, por exemplo, 0 nimero de recipientes com
duas ou mais células esta abaixo de 25% da quantidade total de células dis-
tribuidas, ou mesmo melhor esta abaixo de 10%.

Um aspecto adicional da presente invengao é o desempenho de
uma transcricdo reversa empregando gabarito derivado de células distribui-
das individualmente entre varios recipientes. Para a finalidade da transcri¢ao
reversa (RT), de acordo com a presente invengao, os acidos nucleicos den-
tro de uma célula simples que devem servir como fonte de gabarito para RT,
sdo considerados como sendo derivados de uma célula simples, embora
eles nado tenham sido necessariamente separados do teor remanescente
daquela célula simples.

Quando a distribuigao final das células simples em seus recipien-
tes simples tiver sido realizada, as células simples podem ser expandidas a
fim de se obter uma populagao de células isogénicas antes da transcricao
reversa. Este processo rende mais RNAm a ser usado como gabarito, que
pode ser importante se um alvo raro precisar se ampliado e ligado. Contudo,
as células permaneceriam geneticamente idénticas com relagdo ao gene-
alvo durante a expansio. As células isoladas ou a populagdo das células
isogénicas pode tanto ser mantida intacta quanto lisada, 2 medida que o ga-
barito para a transcrigao reversa nio for degradado. Preferivelmente, as ceé-
lulas sdo lisadas a fim de facilitar a transcrigéo reversa e ampliagdo da PCR
que se seguem.

Em uma concretizagéo diferente da presente invengéo, o método
de RT-PCR de sobreposigdo-extensido multiplexa ou RT-PCR muitiplexa se-

guida por ligagao por unido ou recombinacado descrevedos podem tambem
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ser utilizados no gabarito derivado de uma populagdo de células genetica-
mente diversa que nao foi separada em recipientes simples, porém perma-
necem juntas como um grupo de células. Este método pode ser usado para
a geracao de bibliotecas combinatérias. Tal abordagem n&o necessitara de
distribuigao das células simples. Contudo, as células que podem ser usadas
nesta abordagem s&o as mesmas que as descritas para a abordagem da
célula simples, por exemplo, a populagao (grupo) de linfécitos B ou linfocitos
T classificada. Quando da realizagdo da RT-PCR de sobreposi¢cdo-extenséao
multiplexa de etapa unica ou RT-PCR multiplexa de etapa tnica seguida por
ligagdo por unido ou recombinagdo em tal populagéo de células, & preferivel
lisar as células antes da reacgao e, caso desejado, RNA total ou RNAm pode
ser isolado do lisado. A sensibilidade da RT-PCR de sobreposigao-extensao
multiplexa de etapa unica da presente invengao permite o emprego de uma
quantidade muito pequena de gabarito, por exemplo, uma quantidade de
gabarito correspondendo ao lisado de uma célula simples.

Misturas de Iniciador e Projeto

As misturas de iniciador da presente invengdo compreendem pe-
lo menos quatro iniciadores que formam conjuntos de iniciadores dois a dois,
que sao capazes de ampliagao pelo menos de duas sequéncias-alvo de inte-
resse diferentes. Misturas de dois ou mais de tais conjuntos de iniciadores
constituem uma mistura de iniciador multiplexa. Preferivelmente, uma mistu-
ra multiplexa compreende pelo menos 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14,
15, 16, 17, 18, 19 ou 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 100, 110, 120, 130, 140
ou 150 conjuntos de iniciadores (pares de iniciadores). Especificamente para
a ampliagéo de sequéncias de codificagdo de regido variavel, um conjunto
de iniciador individual dentro da mistura de iniciador multiplexa pode consti-
tuir muito mais de dois iniciadores. Preferivelmente, um conjunto de iniciador
individual compreende pelo menos 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,
20, 25, 30, 35, 45, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 110, 120, 130, 140, 150, 160, 170,
180, 190, 200, 220, 240, 260, 280 ou 300 iniciadores. Preferivelmente o nu-
mero total de iniciadores em uma mistura de iniciador multiplexa & de pelo
menos 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 20, 25, 30, 35, 45, 50, 60, 70, 80,
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90, 100, 125, 150 ou 200 e no maximo de 225, 250, 275, 300, 325, 350, 375
ou 400 iniciadores.

Todos os iniciadores da presente invengdo compreendem uma
regido especifica génica e preferivelmente, todos os iniciadores séo adicio-
nalmente equipados com uma cauda de iniciador na extremidade 5' do inici-
ador, isto &, sequéncias nao codificando 5' que sdo fundidas a extremidade
3' da parte do iniciador especifico génico. Tal cauda de iniciador possui a-
proximadamente 6 a 50 nucleotideos de comprimento, porém ela pode tam-
bém ser mais longa, caso desejado. Quando da ampliagdo, as caudas de
iniciadores sao adicionadas as sequéncias-alvo. As caudas de iniciadores da
presente invencdo sao, por exemplo, caudas de clonagem e caudas de liga-
céao, tais como, caudas adaptadas para ligagao por uniao, caudas adaptadas
para ligacao por recombinacao ou caudas de sobreposicdo-extensao.

As caudas de clonagem podem possuir 6 a 20 nucleotideos de
comprimento ou ser mais longas e compreendem sitios de restricdo e/ou
sitios de recombinag¢do, que sdo uteis para a inser¢cao do produto ligado a
um vetor apropriado.

De modo a habilitar ligagcao por uniao, os conjuntos de iniciadores
da mistura de iniciador multiplexa sdo designados tal que uma parte (inicia-
dor(es) a frente e reverso) do primeiro conjunto de iniciador & equipada com
uma cauda de ligagao contendo um sitio de restricao que, mediante cliva-
gem sera compativel com um sitio de restricao localizado em uma cauda de
ligagédo de uma parte do segundo conjunto de iniciador. Para ligagdo de mais
de duas sequéncias-alvo, a segunda parte do segundo conjunto de iniciador
€ equipadas com um sitio de restricdo que mediante clivagem sera compati-
vel com um sitio de restricdo localizado em uma parte do terceiro conjunto
de iniciador. Este segundo sitio de restrigdo localizado no segundo conjunto
de iniciador seria ndo-compativel com aquele do primeiro conjunto de inicia-
dor. Um numero consideravel de sequéncias-alvo podem ser ligadas por pro-
jetar-se o conjunto de iniciador desta forma. Os sitios de restricdo com uma
frequéncia baixa ou sem ocorréncia nas sequéncias-alvo seriam escolhidos.

Adicionalmente, & preferivel que sitios de restrigdo compativeis nao sejam
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idénticos, tal que, o sitio de ligagao se torna resistente a clivagem para as
enzimas de restrigdo especificas usadas. Isto acionara a rea¢ao na diregao
da ligacao da sequéncia-alvo um com a sequéncia-alvo dois, uma vez que a
ligagdo entre sequéncias-alvo idénticas sera clivavel pelas enzimas de res-
tricdo. Pares apropriados de sitios de restricdo s@o, por exemplo, Spel com
Xbal (alternativamente Nhel ou Avrll podem substituir um ou ambos), Ncol
com BspHI, EcoRI com Mfel ou Pstl com Nsil. Para ligacédo, Spel pode estar
localizado, por exemplo, na sequéncia-alvo um, Xbal pode estar localizado
na sequéncia-alvo dois, Ncol pode estar localizado na outra extremidade da
sequéncia-alvo dois e BspHI na sequéncia-alvo trés e assim por diante. Adi-
cionalmente para simplificar o processo, sera uma vantagem se a fungao
das enzimas de restricdo estiver no mesmo tampéao.

De modo a habilitar a ligagao por recombinagéo, os conjuntos de
iniciadores da mistura de iniciador multiplexa podem, por exemplo, ser proje-
tados conforme exemplificado no artigo por Chapal (1997 BioTechniques 23,
518-524), que é incorporado no presente documento como referéncia.

De modo a habilitar a ligagdo das sequéncias de nucleotideo de
interesse na mesma etapa que a ampliagdo da PCR multiplexa, as caudas
adaptadas para PCR de sobreposicao-extensdo sao adicionadas a pelo me-
nos um iniciador de cada conjunto de iniciador da mistura de iniciador multi-
plexa, pelo que, gerando uma mistura de iniciador de sobreposicao-extensao
multiplexa.

As caudas de sobreposigcdo-extensao sao tipicamente mais lon-
gas, variando de 8 a 75 nucleotideos de comprimento e podem conter sitios
de restricdo ou sitios de recombinagido que permitem a insergéo subsequen-
te de elementos reguladores, tais como, promotores, sitios de ligag&o ribos-
sbmica, sequéncias de terminagao, ou sequéncias ligantes, tais como, em
um scFv. A cauda de sobreposigdo-extensio também pode conter um coédon
de para se isto for desejado. De modo geral, existem trés tipos de caudas de
sobreposicao-extensao, conforme ilustrado na figura 1 do WO 2005/042774.
No tipo [, as caudas de sobreposi¢cio-extensado dos dois conjuntos de inicia-

dores se sobrepdem unicamente uma com a outra. Ndo necessariamente
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todos os nucleotideos das duas caudas de sobreposi¢cao-extensdo sao com-
plementares um ao outro. Em um aspecto da presente invengéo, os nucleo-
tideos complementares representam entre 60 a 85% da cauda de sobreposi-
c¢ao-extensdo. No tipo Il, as caudas de sobreposigdo-extensao, 4 a 6 dos
nucleotideos 5' sdo complementares a regido especifica génica da sequén-
cia-alvo adjacente. No tipo Ill das caudas de sobreposicao-extenséo, toda a
sobreposi¢cdo € complementar a sequéncia-alvo adjacente. Os tipos | e Il das
caudas de sobreposicao-extensédo sao preferidos quando elementos regula-
dores e semelhantes sdo mais tarde inseridos entre as sequéncias-alvo liga-
das. O tipo Il das caudas de sobreposigdo-extensdo € o preferido se as se-
quéncias-alvo forem ligadas por um ligador definido conforme visto com
scFv. O tipo lll de caudas de sobreposicao-extensao é o preferido se as se-
quéncias-alvo forem ligadas em estrutura uma a outra.

O projeto das caudas de sobreposicao-extensdo depende dos
aspectos da sequéncia, tais como, comprimento, teor de GC relativo (% de
GC), presenca dos sitios de restricao, palindromos, temperatura de fusao, a
parte especifica génica a qual eles sdo acoplados, etc. O comprimento das
caudas de sobreposicdo-extensao estaria entre 8 e 75 nucleotideos de com-
primento, preferivelmente de 15 a 40 nucleotideos de comprimento. Mesmo
mais preferivelmente, elas teriam de 22 a 28 nucleotideos de comprimento.
O emprego de caudas de sobreposicac-extensao muito longas (50 a 75 nu-
cleotideos) favoreceria a ligagdo dos produtos fabricados pelo conjunto inici-
ador independente. Contudo, a proporgao entre o comprimento da cauda de
sobreposicio-extensao e a regido especifica génica provavelmente precisa-
ria ser ajustado quando se emprega caudas de sobreposigdo-extensdo muito
longas. A preferéncia de % de GC depende do comprimento da cauda de
sobreposicao-extensdo. Uma vez que caudas mais curtas possuem area
mais curta onde elas s&o complementares, elas precisam de uma %GC mai-
or para resistirem a interagdo que as caudas mais longas. Outros principios
do projeto de iniciador seriam da mesma forma observados, por exemplo,
dimerizagao do iniciador e formacgdo de cabegas diminutas seriam minimiza-
das. Adicionalmente, sabe-se que Taq DNA polimerase frequentemente adi-
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ciona uma adenosina (A) na extremidade 3' do filamento de DNA recente-
mente sintetizado, e isto pode ser acomodado no projeto de cauda de so-
breposicao-extensdo por permitir que as caudas de sobreposigcéo-extensao
acomodem adicéo de nao-gabarito A 3'.

A escolha dos iniciadores que portam uma cauda de ligagéo, por
exemplo, a cauda de sobreposicao-extensao, cauda adaptada para ligacéo
Oou uniao ou cauda adaptada para ligacao por recombinagao define a ordem
e a diregao da ligagao das sequéncias-alvo. Nao é essencial para a invengao
se for(em) o(s) iniciador(es) a frente ou iniciador(es) inverso(s) de um con-
junto de iniciador ou possivelmente ambos iniciadores a frente e reversos
que sao equipados com uma cauda de ligacao. Contudo, alguma considera-
¢ao seria feita com relacéo a isto, uma vez que a ordem e diregdo das se-
quéncias-alvo no produto final pode ser de relevancia, por exemplo, para a
insercao de elementos reguladores, tais como, promotores e sequéncias
terminadoras ou para a ligagdo na estrutura das sequéncias-alvo individuais.
Para a ligacao das duas sequéncias de nucleotideo de interesse, a cauda de
ligacdo pode ser adicionada tanto no(s) iniciador(es) reverso(s) quanto inici-
ador(es) a frente de cada conjunto de iniciador usado para a ampliagao da
PCR de cada sequéncia-aivo.

A presente invencdo exemplifica a adicdo das caudas de sobre-
posicao-extensao e caudas adaptadas para ligagdo por unido, aos iniciado-
res de mVH e mVK de cada conjunto. Isto resulta em uma diregdo de ligagéo
dos produtos que é 5' para 5' (cabega-a-cabega e bidirecional). Conduto, as
caudas de ligagdo podem também ser adaptadas ao(s) iniciador(es) rever-
so(s) de cada conjunto. Isto resulta em uma dire¢ao de ligagdo do produto
que é 3' para 3' (cauda-a-cauda e bidirecional). Uma terceira opgéo € a adi-
¢ado de caudas de ligagdo ao(s) iniciador(es) reverso(s) do primeiro conjunto
de iniciador e o(s) iniciador(es) a frente do segundo conjunto de iniciador ou
vice-versa. Isto resulta em uma orientacdo 3' para 5' (cabega-a-cauda e uni-
direcional).

Quando se liga mais de duas sequéncias de nucleotideo de inte-

resse, alguns dos conjuntos de iniciadores precisam ter caudas de ligagao
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em ambos iniciadores a frente e reverso, tal que, uma cauda seja comple-
mentar a cauda do conjunto de iniciador precedente e a outra cauda seja
complementar a um dos iniciadores do conjunto de iniciador subsequente.
Este principio mantém todos os conjuntos de iniciadores que ampliam se-
guéncias-alvo que devem estar ligados entre duas outras sequéncias-alvo. O
projeto da parte de iniciador especifica génica geralmente observaria regras
de projeto de iniciador conhecidas, tais como, minimizagdo da dimerizagao
do iniciador, formagao de cabeg¢a diminuta e recombinacdo nao-especifica.
Adicionalmente, multiplos nucleotideos G ou C como as bases 3' devem ser
evitados, quando possivel. A temperatura de fusdo (Tm) das regiées especi-
ficas génicas em um conjunto de iniciador preferivelmente seria igual uma a
outra mais/menos 5°C. Na presente invengéo, valores de Tm entre 45°C e
75°C séao desejaveis e valores de Tm de cerca de 60°C sao 6timos para a
maioria das aplicagées. Vantajosamente, o projeto de iniciador primario pode
ser auxiliado por programas de computador desenvolvidos para esta tarefa.
Contudo, projetos de iniciador geraimente precisam de testes laboratoriais e
otimizagdo de rotina. Isto pode ser realizado, por exemplo, por analise de
tamanho, polimorfismo de comprimento de fragmento (RFLP) e sequéncia-
mento dos produtos de ampliagdo obtidos usando os conjuntos de iniciador.
O uso de posigdes de degeneragao dentro dos iniciadores € uma abordagem
util quando se ampliam sequéncias com regides variaveis ou quando se
pesquisa novos membros da familia pertencendo a uma classe especifica de
proteinas. Os numeros de posicoes de degeneragdao podem também preci-
sar de otimizacao.

Um aspecto da presente invencdo sdo misturas de iniciadores
compostas de pelo menos dois conjuntos de iniciadores que sdo capazes de
iniciar a ampliagao e promover a ligagédo de pelo menos duas sequéncias de
nucleotideo de interesse. As misturas de iniciadores da presente invencgéao
s&o capazes de iniciar a ampliagdo de pelo menos duas subunidades ou
dominios das proteinas heteroméricas, por exemplo, pertencendo a classe
das enzimas, inibidores, proteinas estruturais, toxinas, proteinas de canal,
proteinas-G, proteinas de receptor, proteinas da superfamilia das imunoglo-
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bulinas, proteinas da transporte etc., preferivelmente imunoglobulinas.

Um aspecto adicional da presente invengao é uma mistura de ini-
ciador de sobreposigdo-extensao multiplexa compreendendo conjuntos de
iniciadores onde pelo menos um elemento do conjunto de iniciador de cada
conjunto de iniciador compreende uma cauda de sobreposicao-extensédo
capaz de hibridizar com a cauda de sobreposigao-extensac de um elemento
do conjunto de iniciador de um segundo conjunto de iniciador.

As caudas de sobreposicao-extensao permitem a ligagéo imedia-
ta dos nucleotideos de interesse durante a ampliagdo da PCR de sobreposi-
cao-extensédo multiplexa por equipar cada produto individual surgindo dos
conjuntos de iniciadores com uma cauda que é complementar ao produto de
anexagao. Isto contudo, ndo significa que a ligagao ocorre necessariamente
durante esta primeira ampliagdo da PCR. Dependendo do estabelecimento
da reagdo, a maior parte da ligagdo real pode ser realizada durante uma
ampliagao adicional com os iniciadores externos da primeira ampliagao da
PCR (ampliacdo da PCR muitipiexa).

Um aspecto adicional da presente invengao & um conjunto de ini-
ciador projetado para ampliar uma familia de sequéncias de nucleotideo con-
tendo sequéncias de codificagdo de regido variavel. Exemplos de tais fami-
lias sdo cadeias leve capa (por exemplo, VK1-19 em camundongos), cadeias
leve lambda (por exemplo, VL1-8 em camundongos) e cadeias pesadas va-
riaveis (por exemplo, VH1-15 em camundongos) a partir de imunoglobulinas
e regides variaveis a, 3, y ou 8 TcR. Um conjunto de iniciador para a amplia-
¢do de uma familia de sequéncias de nucleotideo contendo sequéncias de
codificagdo de regiao variavel frequentemente compreende varios iniciado-
res onde inUmeros iniciadores podem ser iniciadores degenerados. A ampli-
agao das familias das sequéncias de codificagdo da regido variavel da ca-
deia leve de imunoglobulina é, por exemplo, realizada usando um conjunto
iniciador compreendido de varios iniciadores complementares a extremidade
5' da regido variavel da cadeia capa (iniciador(es) mVK)) ou a sequéncia li-
der capa e/ou cadeia lamba ou a sequéncia lider lambda (iniciadores a fren-
te) em conjunto com a regido constante capa (iniciador(es) mKappar1)) e/ou
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iniciadores lambda (iniciadores reversos) ou varios de tais iniciadores.

Alternativamente, cadeia leve unindo iniciadores de regiao pode
ser usada como iniciadores reversos ao invés dos iniciadores de regiao
constante. Alternativamente, os iniciadores a frente recombinando na regiao
UTR precedendo a sequéncia lider da cadeia leve variavel podem ser usa-
dos. lgualmente, familias de sequéncias de codificagdo de regiao variavel de
cadeia pesada de imunoglobulina podem ser ampliadas com um conjunto de
iniciador empregando varias combinagbes de iniciador. Por exemplo, uma
pluralidade de iniciadores complementares a extremidade 5' da regido varia-
vel de cadeia pesada (iniciador(es) mVH) ou a sequéncia lider desta regido
(iniciadores a frente) em conjunto com varios iniciadores de regiao ligados a
cadeia pesada ou iniciador(es) de regido constante de cadeia pesada (inici-
adores reversos). O iniciador mCH pode ser especifico para isotipo e em
principio, qualquer iniciador mCH pode ser utilizado, também um que resul-
tasse em uma cadeia pesada de comprimento pleno. Preferivelmente, um
iniciador mCH é empregado, o qual ndo amplia a cadeia pesada de compri-
mento pleno, de modo a habilitar a adicdo de uma regido constante de ca-
deia pesada humana. Alternativamente, os iniciadores a frente recombinan-
do na regido UTR precedendo a sequéncia lider da cadeia pesada variavel
podem ser usados.

O emprego de iniciadores a frente recombinando na sequéncia
lider ao invés da extremidade 5' da regifo varidvel é especificamente util se
hibridizag&do cruzada, devido ao alto grau de similaridade da sequéncia, for
observada para os iniciadores de regido variavel. Mutagdes devido a hibridi-
zacdo cruzada empregando iniciadores lider serdo eliminadas da proteina
final porque as sequéncias lider sdo clivadas durante o processamento da
proteina dentro da célula.

Um aspecto da presente invencéo se constitui nos iniciadores
que recombinam na extremidade 3' da sequéncia de codificagéo lider prece-
dendo uma sequéncia de codificagao de regido variavel e seu uso para am-
pliacdo das sequéncias de codificacao de regido variavel.

Em uma concretizagéo da presente invengéo, a mistura de inicia-
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dor de sobreposigdo-extensédo multiplexa utilizada para a PCR de sobreposi-
¢ao-extensao muitiplexa e possivelmente para a etapa de transcri¢céo rever-
sa compreende:

a) pelo menos um iniciador mKappar1 ou hmJK complementar ao
filamento de sentido de uma sequéncia de codificagdo de regido de cadeia
leve de imunoglobulina;

b) pelo menos um iniciador mVK complementar ao filamento de
antissenso de uma sequéncia de codificagdo de regido variavel de cadeia
leve de imunoglobulina ou sequéncia lider de regido variavel de cadeia leve,
e capaz de formar um conjunto de iniciador com o iniciador(es) na etapa a);

a)pelo menos um iniciador mCHrev1, mHCrev1-ext ou mJH com-
plementar ao filamento de sentido de uma sequéncia de codificacao de do-
minio de cadeia pesada de imunoglobulina; e

b)pelo menos um iniciador mVH complementar ao filamento de
antissenso de uma sequéncia de codificagdo de regido variavel de cadeia
pesada de imunoglobulina ou sequéncia lider de regido variavel de cadeia
pesada e capaz de formar um conjunto de iniciador com o iniciador(es) na
etapa c).

Em uma concretizacdo da presente invengdo o iniciador de ca-
deia leve é adaptado para ampliacdo de ambas as sequéncias de codifica-
cao de regiao variavel de cadeia leve capa e lambda.

Em uma concretizagdo adicional da presente invengao, os inicia-
dores mVK de imunoglobulina portam caudas de ligagdo, preferivelmente na
forma de caudas de sobreposigdo-extensdo complementares. Isto gera se-
guéncias de codificagdo de regido variavel que séo ligadas em um modo
cabeca-a-cabecga. Para a ligagdo de sequéncias de codificagéo de regiéo
variavel em um modo cabecga-cauda, tanto os iniciadores mKappar1 quanto
mVH contém caudas de ligagdo quanto os iniciadores mVK e mCHrev1 con-
tém caudas de ligagao, preferivelmente na forma de caudas de sobreposi-
cao-extensdo complementares. Para a ligacdo das sequéncias de codifica-
cdo de regido variavel e em um modo cauda-a-cauda, os iniciadores mCH e

mKappar1 contém caudas de ligagéo, preferiveimente na forma de caudas
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de sobreposicao-extensio complementares. Preferivelmente, as misturas de
iniciador multiplexas, incluindo misturas de iniciador de sobreposicao-
extensao multiplexas da presente invengdo compreendem dois conjuntos de
iniciadores. Assim, uma mistura de iniciador multiplexa compreende pelo
menos quatro iniciadores diferentes. Em um aspecto adicional da presente
invencdo uma mistura de iniciador multiplexa compreende mais de quatro
iniciadores diferentes. Uma mistura de iniciador multiplexa da presente in-
vencdo € empregada para a ampliagédo de sequéncias-alvo em um recipiente
simples. Por exemplo, regides variaveis de cadeia pesada, capa e lambda
podem ser ampliadas no mesmo recipiente.

A presente invengao também engloba iniciadores para uma am-
pliagao adicional da PCR dos produtos ligados obtidos por RT-PCR multiple-
xa seguida por ligagédo por unido ou recombinagado ou por RT-PCR de so-
breposicao-extensao muitiplexa. Esta ampliagéo adicional da PCR pode ser
realizada empregando uma mistura de iniciador adaptada para ampliagéo
das sequéncias-alvo ligadas. Tal mistura de iniciador pode compreender os
iniciadores externos da mistura de iniciador muitiplexa ou mistura de inicia-
dor de sobreposicao-extensdo multiplexa, significando os iniciadores que
recombinam em relagdo a extremidade mais externa 5' e extremidade 3' do
filamento de sentido das sequéncias de nucleotideo ligadas, pelo que permi-
tindo seletivamente a ampliacdo de todo o produto ligado. Este processo de
modo geral serve para aumentar a quantidade de produto ligado obtida da
RT-PCR multiplexa seguida por ligacdo por unido ou recombinagéo ou da
RT-PCR de sobreposicao-extensdo multiplexa.

Alternativamente, um conjunto de iniciador que & aninhado em
comparagao aos iniciadores externos empregados na RT-PCR multiplexa
primaria ou reagido de RT-PCR de sobreposicao-extensao multiplexa pode
ser usado para a ampliagao adicional das sequéncias de nucleotideo liga-
das. Na presente invencéo, tal conjunto de iniciador & denominado € deno-
minado um conjunto de iniciador aninhado. O projeto de iniciadores aninha-
dos de modo geral observa as mesmas regras de projeto dos iniciadores
especificos génicos descritos previamente, exceto que eles iniciam parcial



10

15

20

25

30

45

ou totalmente 3' com relagdo a posigéo de recomposigdo dos iniciadores ex-
ternos usados na RT-PCR multiplexa ou RT-PCR de sobreposigao-extensao
multiplexa. O produto resultante da PCR aninhada, portanto, pode ser mais
curto que o produto ligado obtido pela RT-PCR multiplexa seguida por liga-
¢ao por unido ou recombinagdo ou por RT-PCR de sobreposigao-extensao
multiplexa. Além do aumento da quantidade de produto ligado, a PCR ani-
nhada serve para aumentar a especificidade total, especialmente da tecno-
logia de RT-PCR de sobreposigao-extensao multiplexa. Contudo, deve ser
observado que nem todas as misturas de iniciador muitiplexas/misturas de
iniciador de sobreposicao-extensdao multiplexas que foram descritas previa-
mente s&o apropriadas para combinagdo com um conjunto de iniciador ani-
nhado quando da realizagdo de uma ampliagdo adicional. Em tais casos, os
iniciadores externos da mistura de iniciador multiplexa/mistura de iniciador
de sobreposicdo-extensdao multiplexa podem ser usados para a ampliagéo
adicional ou uma PCR semianinhada pode ser aplicada conforme descrito
mais adiante.

Em uma concretizagao da presente invenc¢ao, uma mistura de ini-
ciadores J, e Jy iniciadores € empregada como iniciadores aninhados para a
ampliagao adicional das sequéncias de codificacdo de regido variavel de
imunoglobulina ligadas.

Conjunto de iniciador aninhados da presente invengao também
podem ser compreendidos de iniciador(es) externo reverso(s) (ou a frente) a
partir da primeira mistura de iniciador multiplexa/mistura de iniciador de so-
breposigdo-extensdao multiplexa e um segundo iniciador aninhado que inicia
3' em relagdo a posicdo de recomposicdo do(s) iniciador(es) externo(s) a
frente (ou reverso(s)) da primeira mistura de iniciador multiplexa/mistura de
iniciador de sobreposi¢cdo-extensdo multiplexa. O emprego de tal um conjun-
to de iniciador para uma ampliagao adicional da PCR & de modo geral co-
nhecido como uma PCR semianinhada. A PCR semianinhada pode ser apli-
cada, se for dificil projetar um iniciador aninhado em uma regiao especifica,
por exemplo, para as sequéncias de regido variavel, uma vez que tal inicia-
dor teria de se recompor nas regides determinantes de complementaridade
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(CDRs). Adicionalmente, PCR semianinhada pode ser empregada quando €
desejavel manter uma extremidade das sequéncias ligadas intacta, por e-
xemplo, para fins de clonagem.

Otimizacao da PCR de sobreposicao-extensiao multiplexa

Os parametros da etapa da PCR de sobreposigéo-extenséo mul-
tiplexa de ambos o procedimento de etapa Unica e duas etapas podem ser
otimizados de varias formas (vide, por exemplo, Henegariu, O. e outros,
1997. BioTechniques 23, 504-511; Markoulatos, P. e outros, 2002. J. Clin.
Lab. Anal. 16, 47-51). De modo geral, os mesmos parametros de otimizagéao
se aplicam a RT-PCR muitiplexa, embora a razao entre os iniciadores exter-
no e interno seja menos importante para tal reagao.

a. Concentragéo do Iniciador

A concentragao dos iniciadores transportando a cauda de sobre-
posigcao-extensao (por exemplo os iniciadores V4 e V) € preferivelmente
inferior @ concentragdo dos iniciadores externos sem cauda de sobreposi-
cao-extensao (por exemplo iniciadores Jy e capa).

Se uma das sequéncias-alvo ampliar com uma eficiéncia menor
que as outras, por exemplo, como resultado de %GC maior, sera possivel
equalizar a eficacia da ampliagao. Isso pode ser realizado por emprego de
uma concentragao maior do conjunto de iniciador que media ampliagao com
baixa eficiéncia, ou diminuigdo da concentragcao de outros iniciadores. Por
exemplo, sequéncias codificando regibes variaveis de cadeia pesada ten-
dem a apresentar %GC maior e consequentemente eficiéncia de ampliagao
mais baixa que as regifes variaveis de cadeia leve. Isto aponta na diregao
do emprego de iniciadores V| em uma concentragao inferior que os iniciado-
res Vu.

Adicionalmente, quando se emprega um numero maior de inicia-
dores, a concentragao total de iniciador pode ser uma questéo a ser obser-
vada. O limite superior é determinado experimentalmente por experimentos
de titulagiéo. Para o sistema PCR "AmpliTaq Gold" da PCR Applied Biosys-
tems, o limite superior foi encontrado como sendo de 1,1 uM de concentra-

cdo total de oligonucleotideo, para outros sistemas, isto contudo, pode ser
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téo alto quanto de 2,4 uM. Tal limite superior de concentragdo de oligonucie-
otideo total influencia a concentragdo maxima de iniciadores individuais. Se
a concentragdo de iniciador individual for muito baixa, € provavel que cause
uma baixa sensibilidade de PCR.

5 Foi verificado que a qualidade dos iniciadores de oligonucleotideo
€ importante para a PCR de sobreposigao-extensao muitiplexa. Oligonucleo-
tideos purificados por HPLC produziram os melhores resultados.

b. Condi¢coes de Ciclagem da PCR:

Preferivelmente as condi¢des de ciclagem sdo como se segue:

Desnaturagéo 10-30 segundos 94°C

Recombinagéao 30-60 segundos 50-70°C  Aproxunmadamen-
te 5°C abaixo dos

iniciadores

Extensdo: Tm 1 minuto x EPL 65-72°C ELP é o Compri-

mento do produto
esperado em kb
Numero de ciclos 30-80
Extensao final 10 minutos 65-72°C
10 Para a RT-PCR de sobreposicao-extensdao multiplexa de etapa

Unica as etapas que se seguem foram constituidas no programa de ciclagem
antes da ciclagem de ampliagao ressaltada acima:

Transcricao 30 minutos 42-60°C  Estas condicdes sado também
reversa usadas quando a transcricao
reversa separada € realizada

Ativacadoda  10-15 minutos 95°C Polimerases iniciadas a quen-
polimerase te sao favoraveis na RT-PCR

de etapa Unica. Ativacdo de
acordo com as instrug¢des do
fabricante

E possivel otimizar todos estes parametros. A temperatura de re-

combinacao é especialmente importante. Assim, iniciaimente todos os con-

15 juntos de iniciadores individual que constituem a mistura de iniciador final
devem ser testados separadamente, a fim de se identificar temperatura e
tempo de recombinagéo 6timos, bem como tempos de alongamento de des-
naturagio. Isto fornecera uma boa idéia a respeito da janela dentro da qual

estes parametros podem ser otimizados para a mistura de iniciador de so-
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breposigao-extensao multiplexa.

Problemas com baixa sensibilidade de PCR, por exemplo, devido
a baixa concentracdo do iniciador ou de concentragao de gabarito podem ser
superados empregando um numero maior de ciclos térmicos. Um numero
maior de ciclos térmicos representa entre 35 e 80 ciclos, preferivelmente em
torno de 40 ciclos. Adicionalmente, tempos de extensao mais longos podem
aperfeicoar os processos da PCR de sobreposigdo-extensdo muitiplexa.
Tempos de extensdo mais longos constituem 1,5 - 5 minutos x EPL em
comparagao a extensao de 1 minuto normal.

c. Uso de Adjuvantes

Reagbées de PCR multiplexa podem ser significativamente aper-
feicoadas por emprego de um aditivo da PCR, tal como, DMSO, glicerol,
formamida ou betaina, com relaxamento do DNA, assim tornando a desnatu-
ragdo do gabarito mais facil.

d. dNTP e MgCi,

A qualidade e a concentragio do trifosfato de desoxinucleosideo
(dNTP) sao importantes para a PCR de sobreposigao-extensao muitiplexa. A
melhor concentracdo de dNTP esta entre 200 e 400 uM de cada dNTP
(dATP, dCTP, dGTP and dTTP), acima do que a ampliagao é rapidamente
inibida. Concentragdes de dNTP mais baixas (100 y M de cada dNTP) séo
suficientes para obter ampliagdo da PCR. Solugdes mestras de dNTP sé&o
sensiveis aos ciclos de descongelamento/congelamento. Apés trés a cinco
de tais ciclos, a PCR multiplexa frequentemente néao trabalha bem. Para evi-
tar tais problemas, pequenas aliquotas de dNTP podem ser fabricadas e
mantidas congeladas a -20°C.

A otimizagdo da concentragao de Mg?* é critica uma vez que a
maioria das DNA polimerases sdo enzimas magnésio dependentes. Além da
DNA polimerase, os iniciadores de gabarito de DNA e de dNT se ligam ao
Mg?*. Portanto, a 6tima concentragdo de Mg?* dependera da concentragéo
de dNTP, gabaritoc de DNA e composigao de amostra de tamp&o. Se os ini-
ciadores e/ou tampdes de gabarito de DNA contiverem quelantes, tais como,
EDTA ou EGTA, o aparente Mg2+ 6timo pode ser alterado. Concentracéao de
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Mg?* excessiva estabiliza o filamento duplo de DNA e impede desnaturagéo
completa do DNA, o que reduz o rendimento. Concentragido em excesso de
M92+ pode também estabilizar recombinagao espuria do iniciador para sitios
de gabarito incorretos, pelo que, diminuindo a especificidade. Por outro lado,
uma concentragdo de Mg®* inadequada reduz a quantidade do produto. Um
bom equilibrio entre dNTP e MgCl, é de aproximadamente 200 a 400 yM
dNTP (de cada) a 1,5 a 3 mM de MgCl,.

e. Concentracido do Tampao da PCR

De modo geral os tampdes com base em KCI sdo suficientes pa-
ra PCR de sobreposicao-extensdao multiplexa; contudo, tampdes com base
em outros componentes, tais como, (NH4)2S04, MgSO,4, Tris-HCI, ou combi-
nacdes dos mesmos podem também ser otimizados para funcionar com a
PCR de sobreposicao-extensao multiplexa. Pares de iniciadores envolvidos
na ampliagdo de produtos mais longos trabalham melhor em concentragées
de sal mais baixas (por exemplo, 20 a 50 mM KCI), considerando-se que
pares de iniciadores envolvidos na ampliacdo de produtos curtos trabalham
melhor em concentragdes de sal maiores (por exemplo, 80 a 100 mM KCI). A
elevacdo da concentragcao de tampao para 2 vezes ao invés de 1 vez pode
aperfeigoar a eficiéncia da reagado multiplexa.

f. DNA Polimerase

A presente invengao é exemplificada com Taq polimerase. Alter-
nativamente, outros tipos de DNA polimerases resistentes ao aquecimento
incluindo, por exemplo, Pfu, Phusion, Pwo, Tgo, Tth, Vent, Deep-vent podem
ser empregadas. Polimerases sem ou com atividade de 3'a 5’exonuclease
podem tanto ser usadas sozinhas quanto em combinagdo uma com a outra.

Vetores e Bibliotecas

A ligagao das sequéncias de nucleotideo de interesse de acordo
com a presente invengao produz um segmento de nucleotideo compreen-
dendo as sequéncias de nucleotideo ligadas codificando regides variaveis
das imunoglobulinas. Adicionalmente, bibliotecas de tais sequéncias de aci-
do nucleico ligadas s&o produzidas pelos métodos da presente invengao,

especificamente bibliotecas de sequéncias de codificagéo de regi&o variavel
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nao-humanas ligadas ou recompostas com relagéo as sequéncias de regiao
constante humana (cadeia pesada e leve).

Um aspecto da presente invengdo € a inser¢ido de um segmento
contendo sequéncias de nucleotideo ligadas de interesse ou uma biblioteca
de sequéncias de nucleotideo ligadas de interesse, geradas por um método
da presente invencao, em vetores apropriados. As bibliotecas podem ser
bibliotecas combinatérias ou mais preferivelmente bibliotecas de pares cog-
natos de sequéncias de codificagdo de regido variavel. Os sitios de restricao
gerados pelos iniciadores externos, iniciadores aninhados ou iniciadores
semianinhados sdo preferivelmente projetados para emparelhar sitios de
restrigdo apropriados do vetor de escolha. As sequéncias de acido nucleico
de interesse ligadas podem também ser inseridas nos vetores por recombi-
nagao, se um dos iniciadores aninhados, semianinhados ou outros iniciado-
res forem equipados com um sitio de recombinagao apropriado e o vetor de
escolha contiver um. Basicamente, ndo existem limitagbes aos vetores que
podem ser usados como veiculos dos produtos gerados por um dos métodos
de ligagcao RT-PCR multiplexa da presente invengdo. Os vetores de escolha
podem ser aqueles apropriados para ampliagdao e expressao nas células in-
cluindo, por exemplo, bactérias, levedura, outros fungos, células de insetos,
células de plantas ou células de mamiferos. Tais vetores podem ser usados
para facilitar etapas de clonagem adicionais, transporte bidirecional entre
sistemas de vetores, exibicdo do produto inserido no vetor, expressao do
produto inserido e/ou integragdo no genoma de uma célula hospedeira.

Vetores de clonagem e transporte bidirecional sao preferivel-
mente vetores bacterianos. Contudo, os outros tipos de vetores podem tam-
bém ser aplicados nos procedimentos de clonagem e transporte bidirecional.

Vetores de exibicido podem ser, por exemplo, vetores de fago ou
vetores de fagemido originarios da classe de fd, M13 ou de bacteridfagos
filamentosos f1. Tais vetores sdo capazes de facilitar a exibicao de uma pro-
teina incluindo, por exemplo, uma proteina de ligagdo ou um fragmento da
mesma, na superficie de um bacteriéfago filamentoso. Os vetores de exibi-
¢ao apropriados para exibicdo nos ribossomas, DNA, células de levedura ou
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células de mamiferos sdo também conhecidos na técnica. Estes compreen-
dem, por exemplo, vetores viréticos ou vetores codificando proteinas quime-
ricas.

Vetores de expressao existem para todas as espécies menciona-
das e o escolhido dependera completamente da proteina a ser expressa.
Alguns vetores de expressao sao adicionalmente capazes de integracéo no
genoma de uma célula hospedeira tanto por integragao aleatoria quanto por
integracao especifica de sitio empregando sitios de recombinag¢ao apropria-
dos. Os vetores de expressdao podem ser designados para prover sequén-
cias de codificagdo adicionais que, quando o produto ligado € inserido na
estrutura para estas sequéncias, permitem a expressao de uma proteina
maior, por exemplo, um anticorpo monoclonal de comprimento pleno, quan-
do introduzidos em uma célula hospedeira apropriada. Esta inser¢ao na es-
trutura pode também facilitar a expressao das proteinas quiméricas que faci-
litam a exibicdo na superficie de um bacteriéfago filamentoso ou célula. Em
um sistema de exibicao de bacteriéfago, as sequéncias de nucleotideo liga-
das de interesse podem ser inseridas na estrutura em relagao a sequéncia
de codificagdo de uma proteina de revestimento, tal como, plll ou pVIil (Bar-
bas, C.F. e outros, 1991. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88, 7978-7982; Kang,
A.S. e outros, 1991. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88, 4363-4366).

Em uma concretizagio da presente invengédo, os segmentos indi-
viduais das sequéncias de nucleotideo ligadas de interesse sdo compreen-
didos de uma sequéncia de codificacao de regido variave! de cadeia pesada
de imunoglobulina associada a uma sequéncia de codificagdo de regido va-
riavel de cadeia leve de uma espécie, inserida em um vetor que contém se-
quéncia(s) de codificacdo de um ou mais dominios constantes de imunoglo-
bulina, preferiveimente ambas regides constantes de cadeia leve e pesada
humanas. A insergao é construida, tal que, as sequéncias de codificagéo de
sequéncia variavel de cadeia leve e/ou regido variavel de cadeia pesada li-
gadas s#&o inseridas na estrutura em relagao as sequéncias de codificagao
de regido constante. Tal insergéo pode gerar, por exemplo, um vetor de ex-
pressdo Fab ou F(ab')2, um vetor de expressao de anticorpo de comprimen-
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to pleno ou um vetor de expressio codificando um anticorpo de comprimento
pleno. Preferivelmente, tal vetor & um vetor de expressao apropriado para
expressao (por exemplo, E. coli, fagemido, ou vetores de mamiferos) e as
sequéncias de codificacao de cadeia pesada de regido constante sao esco-
Ihidas de classes de imunoglobulina humana IgG1, 1gG2, 1gG3, 1gG4, IgM,
IgA1, IgA2, IgD, ou IgE, pelo que permitindo a expressdo de um anticorpo
recombinante de comprimento pleno ou Fab. Além das sequéncias de codifi-
cacao de cadeia pesada constantes, o vetor pode também conter uma se-
guéncia de codificagdo de cadeia leve constante escolhida de cadeias lamb-
da ou capa humanas. Isto é preferido na geragao de anticorpos quiméricos
como as sequéncias de nucleotideo ligadas nestes casos apenas codificam
a regiao variavel codificando sequéncias de imunoglobulina (Fv's) das espé-
cies nao-humanas. Em uma concretizagéo alternativa, a(s) regidao(des) cons-
tante(s) humana(s) é/sdo recompostas ou ligadas as regides regiées varia-
veis nao-humanas em uma etapa do procedimento de ampliagdo molecular,
por adicao aos recipiente de uma regido constante humana provendo uma
sobreposicdo com a sequéncia nao-humana e iniciadores apropriados asse-
gurando a ampliagdo de ambas regides variavel e constante na estrutura.
Desta forma, a cadeia capa ou lambda constante humana pode ser adicio-
nada e/ou uma cadeia pesada constante humana pode ser adicionada. Em-
pregando-se este procedimento, ndo ha necessidade de provisao de um sitio
de restricao dentro da sequéncia de codificacédo, o que € uma vantagem.

Em outra concretizagdo da presente invengao, os segmentos in-
dividuais das sequéncias de nucleotideo ligadas sdo compreendidos de uma
sequéncia de codificagdo de regido variavel de cadeia TcR a associada a
uma sequéncia de codificagdo de regiao variavel de cadeia B ou uma se-
quéncia de codificagido de regiao variavel de cadeia y associada a uma se-
quéncia de codificagdo de regido variavel de cadeia 6. Preferivelmente, es-
tas sequéncias ligadas s&o inseridas em um vetor que contém sequéncias
que codificam um ou mais dominios constantes de TcR. A insergéao & cons-
truida, tal que, as sequéncias ligadas de codificagdo de regiao variavel estao

na estrutura em relagao as TcR sequéncias de codificagao de regido cons-
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tante correspondentes TcR. Em uma concretizagdo adicional, tal vetor € um
vetor de expressdo quimérico compreendendo sequéncias que codificam
uma leucina zipper em relagao as regides constantes. Foi mostrado que tais
construgcées aumentam a estabilidade das TcRs soluveis (Willcox, B.E. e
outros, 1999. Protein Sci 8, 2418-2423).

Bibliotecas de pares cognatos da presente invengdao podem ser
introduzidas nos vetores por duas abordagens diferentes. Na primeira abor-
dagem, os pares cognatos simples sao inseridos individualmente em um ve-
tor apropriado. A biblioteca de vetores pode entao ser tanto mantida separa-
da ou agrupada. Na segunda abordagem, todos os pares cognatos sac a-
grupados antes da insercao do vetor, seguido por insercdo em massa nos
vetores apropriados gerando uma biblioteca agrupada de vetores. Tal biblio-
teca de vetores compreende uma grande diversidade de pares de sequén-
cias de codificagao de regido variavel.

Um aspecto da presente invengao € uma biblioteca de anticorpos
com pares cognatos de sequéncias ligadas de codificacao de regiao varia-
vel. Preferivelmente, os anticorpos individuais da biblioteca compreendem
uma sequéncia de codificagdo de regido variavel de cadeia leve de imuno-
globulina associada a uma sequéncia de codificagdo de regido variavel de
cadeia pesada de uma espécie e regides constantes humanas.

Outra biblioteca preferida de pares cognatos compreende se-
guéncias de codificagdo de regido de TcR ligada, onde cada sequéncia de
codificagdo de regido TcR individual compreende uma sequéncia de codifi-
cacgao de regiao variavel de cadeia alfa associada a uma sequéncia de codi-
ficacdo de regiao variavel de cadeia-beta e/ou uma sequéncia de codificagéo
de regiao variavel de cadeia gama TcR associada a uma sequéncia de codi-
ficagao de regiao variavel de cadeia delta.

Uma concretizagao da presente invengdo € uma sub-biblioteca
de pares cognatos de sequéncias ligadas de codificacdo de regido variavel
que codificam especificidades de ligacdo desejadas direcionadas contra um
alvo especifico. Preferivelmente estes pares cognatos compreendem regiao
variavel de cadeia leve de imunoglobulina ligada e sequéncias de codifica-
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¢ao de regiao variavel de cadeia pesada, regiao variavel de cadeia alfa-TcR
e sequéncias de codificagdo de regiao variavel de cadeia-beta regiao varia-
vel de cadeia gama TcR e sequéncias de codificacao de regido variavel del-
ta.

Uma concretizagio adicional € uma sub-biblioteca de uma biblio-
teca de origem de pares cognatos de sequéncias de codificagdo de regiao
variavel conforme descritas através de toda a invencéo.

Uma concretizacao preferida da presente invencéo € uma biblio-
teca ou sub-biblioteca de codificagdo de pares cognatos de imunoglobulinas
quimeéricas de comprimento pleno, selecionadas das classes de imunoglobu-
lina humanas IgA1, IgA2, IgD, Igk, 1gG1, 1gG2, IgG3, IgG4, ou IgM.

Outro aspecto preferido da presente invengdo € uma biblioteca
ou sub-biblioteca de codificagdo de pares cognatos de TcRs soluveis e esta-
veis.

Um aspecto da presente invengao & a diversidade das ditas bi-
bliotecas, que sdao compreendidas de pelo menos 5, 10, 20, 50, 100, 1000,
10%, 10° ou 10° diferentes anticorpos de par cognato.

Em uma concretizagdo adicional da presente invengéo, as ditas
bibliotecas de pares cognatos das sequéncias ligadas de codificagdo de re-
giao variavel sao obtidas por um método compreendendo as etapas descri-
tas no presente documento. Esta biblioteca & também denominada biblioteca
de origem.

Classificagao e Selegéao

Espera-se que a biblioteca de origem de pares de sequéncias li-
gadas de codificagdo de regido variavel isolada de um doador, utilizando um
dos métodos da presente invengdo, represente uma diversidade de protei-
nas de ligagédo das quais algumas serio irrelevantes, isto €, nao ligando a
um alvo desejado, especificamente para bibliotecas combinatérias. Portanto,
a presente invengédo engloba enriquecimento e classificagdo de uma sub-
biblioteca codificando um subconjunto de diversidades de especificidades de
ligacao direcionadas contra um alvo especifico.

Para bibliotecas de pares cognatos, espera-se que a diversidade
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da biblioteca represente a diversidade presente no material do doador, com
apenas um pequeno numero de regides aleatoriamente variaveis ligadas.
Assim, uma etapa de enriquecimento pode ndo ser necessaria antes da
classificagéo para afinidades de ligagédo especificas do alvo em uma bibliote-
ca composta de pares cognatos.

Em uma concretizagao adicional da presente invengéo, o método
de geracao de uma biblioteca pares de sequéncias ligadas de codificacao de
regiao variavel, compreende, adicionalmente, a criagdo de uma sub-
biblioteca por selecao de subconjuntos de pares de sequéncias de regido
variavel ligadas que codificam proteinas de ligagdo com uma especificidade
de alvo desejada. Tal selegao de sequéncias de codificacdo de regiao varia-
vel ligada é também denominada uma biblioteca de pares cognatos especifi-
cos para aivo.

Em uma concretizagao preferida da presente invengao, a biblio-
teca de pares cognatos especificos de alvo das sequéncias de codificacao
de regido variavel é transferida para um vetor de expressao. O vetor de ex-
pressao pode ser um vetor de expressdo de mamifero, um vetor de expres-
s&do de levedura, um vetor de expresséo de fungo, um vetor de expresséao de
planta, um vetor de expressao bacteriana dependendo do tipo de célula usa-
da para classificagdo. Preferivelmente, o vetor de expressdo &€ mamifero.

Ensaios imunolégicos sdo, de modo geral, apropriados para a se-
lecdo de sequéncias de codificagdo de regido variavel de imunoglobulina
especificas de alvo. Tais ensaios sao bem conhecidos na técnica e constitu-
em, por exemplo, FMAT, FLISA, ELISPOT, ELISA, ensaios de membrana
(por exemplo, Western blots), fileiras nos filtros ou FACS. Os ensaios podem
tanto ser realizados de modo direito, utilizando os polipeptideos produzidos
das sequéncias de codificagao de regido variavel de imunoglobulina. Alterna-
tivamente, os imunoensaios podem ser realizados em combinagao com ou
seguindo-se os métodos de enriquecimento, tais como, exibicao de fago,
exibicao de ribossomo, exibicdo de superficie bacteriana, exibicao de leve-
dura, exibigdo de virus eucariético, exibicdo de RNA ou exibigao covalente
(revisto em FitzGerald, K., 2000. Drug Discov. Today 5, 253-258). Ambas
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bibliotecas de expressao Fab cognato e bibliotecas de expressdo de anticor-
po de comprimento pleno cognato podem ser submetidas a classificagéo,
pelo que, gerando uma sub-biblioteca de clones positivos. Tais ensaios de
classificacdo e procedimentos de enriquecimento sdo também apropriados
para os fragmentos Fv ou scFv ou bibliotecas combinatérias de regides vari-
aveis ligadas.

Além da classificacdo imunolégica, um aspecto especial da in-
vengao é que ela permite o emprego de varios tipos de classificagao funcio-
nal para selecionar clones de secregadc anticorpos com propriedades dese-
jadas. Tais ensaios de classificagao incluem, porém nao estao limitados aos
ensaios de proliferacao, ensaios de inativagao de virus, ensaios de mortali-
dade de célula. Preferivelmente os ensaios funcionais podem ser realizados
em formato de alto rendimento usando sobrenadantes de células transfecta-
das com vetores de expressao da invengao.

Em uma concretizagao preferida da presente invengéo, a selegao
de uma sub-biblioteca de pares cognatos especificos de alvo ou pares com-
binatérios de sequéncias de codificagao de regido variavel é realizada por
emprego de um ensaio de classificagédo de alto rendimento. Ensaios de clas-
sificagcdo de alto rendimento poderiam ser, porém ndo estariam restritos aos
ensaios ELISA realizados com equipamento semiautomatizado ou comple-
tamente automatizado. Eles também seriam um ensaio de membrana no
qual as bactérias sao coletadas roboticamente e passadas por grade em
uma membrana apropriada na parte superior das placas de agar gerando
ensaios de colbnias expressando moléculas de ligagao de antigeno. As mo-
léculas sdo secretadas através da membrana em uma segunda membrana
revestida com antigeno subjacente que pode ser desenvolvido separada-
mente e usado para identificar clones que secretam moléculas de ligagao de
antigeno na diregao do alvo desejado (de Wildt, R.M., e outros, 2000. Nat.
Biotechnol. 18, 989-994).

Quando uma sub-biblioteca de pares cognatos ou pares combi-
natérios de clones de ligagdo de antigenos tiver sido selecionada por uma

tecnologia apropriada é possivel realizar uma analise adicional por sequén-
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ciamento de DNA da

regiao variavel de cadeia leve de imunoglobulina ligada e se-
quéncias de codificacdo de regido variavel de cadeia pesada. Primeiramen-
te, tal sequénciamento do DNA fornecera informagdes a respeito da diversi-
dade da biblioteca, tal como, origem germinal, distribuicao da familia e matu-
ragéo dentro das regides CDR. Tal andlise permitira a selegéao de clones que
representam uma ampla diversidade e abandono de clones repetidos. Em
segundo lugar, o sequénciamento do DNA descrevera mutacdes introduzi-
das durante o processo de isolamento.

Quando da andlise das sequéncias de codificagido de regido vari-
avel existem trés tipos de mutagdes a considerar quando da avaliacao se
uma mutacéao for aceitavel: i) O tempo mais frequente das mutacdes resulta
da iniciagdo cruzada, quando um iniciador do gene V devido as similaridades
da sequéncia inicia uma sequéncia germinal a qual ele nao é totaimente ho-
mologo. As alteragdes introduzidas séo principalmente substituigbes de c6-
dons ocorrendo naturalmente em uma posi¢cdo especifica. Devido ao alto
grau de homologia da sequéncia entre sequéncias génicas V. Algumas des-
tas alteragdes podem ser significativas, algumas sem contraparte natural.
Tais alteragdes poderiam afetar potencialmente a imunogenicidade da regido
variavel por criacao de novos epitopos. Tais alteragdes podem ser facilmen-
te identificadas e subsequentemente reparadas usando técnicas biolégicas
moleculares padrao ou os clones podem ser excluidos da biblioteca,; ii) Erros
criados pela Taq DNA polimerase sdo mais facilmente identificados nas se-
quéncias de codificagdo de regido constante e podem ser facilmente elimi-
nados. Contudo, mutagbes induzidas por Taq naturaimente também estéao
presentes nas sequéncias de codificagcdo de regido variavel onde elas n&o
sao distinguiveis das mutagdes somaticas ocorrendo naturalmente, que séo
também o resultado das mutagdes aleatdrias nas sequéncias de codificagao
de regiao variavel. Considerando-se que as mutagdes nao séo sistematicas
e apenas afetam pares especificos de modos distintos, parece razoavel des-
considerar tais alteragdes. Em uma concretizagdo adicional da presente in-
vencao, a sub-biblioteca de pares especificos alvo e possivelmente analisa-
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dos de sequéncia de regiao variavel de cadeia leve de imunoglobulina ligada
e sequéncias de codificacao de regido variavel de cadeia pesada sao trans-
feridos para um vetor de expressao de mamifero. Tal transferéncia pode ser
realizada em qualquer um dos vetores descritos na sec¢do anterior, permitin-
do a expressao de um anticorpo recombinante de comprimento pleno. Se a
classificagdo for realizada com uma biblioteca de expressao de anticorpo de
comprimento pleno cognato de mamifero, tal transferéncia pode néo ser ne-
cessaria.

Em outra concretizagdo da presente invengédo, a biblioteca de o-
rigem é gerada de uma fragéo celular contendo linfécito que é enriquecida
para linfécitos T. Os pares de sequéncias ligadas de codificagdo de regiao
variavel constituindo a biblioteca de origem podem ser selecionados para
codificagdo de um subconjunto de pares de sequéncias de regido variavel
ligadas, compostas de cadeias alfa € beta e/u gama e delta que codificam
proteinas de ligagdo com uma especificidade alvo desejada, gerando uma
sub-biblioteca de pares cognatos de pares combinatorios. Os receptores de
célula T especificos de antigeno podem ser subsequentemente identificados
de um grupo de células transfectadas usando metodologia padrao, tal como,
coloragdo com complexos de peptideo MHC tetramérico (por exemplo, Cal-
lan, M.F. e outros, 1998. J. Exp. Med. 187, 1395-1402; Novak, E.J. e outros,
1999. J. Clin. Invest 104, R63-R67), medicao de respostas celulares na for-
ma de liberagao de IL-2 ou por meios mais sofisticados, tais como, técnicas
de exibicao de levedura ou retrovirética.

Células hospedeiras e Expressao

As bibliotecas da presente invengdo podem ser transferidas para
os vetores apropriados para expressdo e produgdo de proteinas codificadas
das sequéncias de acido nucleico de interesse ligadas, especificamente re-
gido variavel contendo proteinas de ligagdo ou seus fragmentos. Tais veto-
res sdo descritos na sec¢éo Vetores e Bibliotecas e fornecem expressao, por
exemplo, de anticorpos de comprimento pleno, fragmentos Fab, fragmentos
Fv, scFv, membrana ligada ou fragmentos de TcRs ou TcR de uma espécie
de escolha.



10

15

20

25

30

59

Um aspecto da presente invencao € a introdugao em uma célula
hospedeira de uma biblioteca ou uma sub-biblioteca de vetores de pares
cognatos de sequéncias ligadas de codificagdo de regido variavel ou um clo-
ne simples codificando um par cognato de sequéncias ligadas de codificagao
de regi&o variavel, para ampliagdo e/ou expressdo. Células hospedeiras po-
dem ser escolhidas de bactérias, levedura, outros fungos, células de inseto,
células de plantas ou células de mamiferos. Para fins de expressao, células
de mamiferos, tais como, células de ovario de ramster chinés (CHO, células
COS, células BHK, células de mieloma (por exemplo, células Sp2/0, NSO0),
NIH 3T3, fibroblasto ou células humanas imortalizadas, tais como, células
Hela, células HEK 293 ou PER.C6 sao preferidas.

A introdugdo de vetores nas células hospedeiras pode ser reali-
zada por varios métodos de transformagéo ou transfecgdo conhecidos dos
versados na técnica, incluindo precipitacao de fosfato de calcio, eletropora-
¢ao, microinjecao, fusdao de lipossoma, fusao de espectro RBC, fusao de
protoplasma, infeccao virética e similares. A produgao de anticorpos mono-
clonais de comprimento pleno, fragmentos Fab, fragmentos Fv e fragmentos
scFv & bem conhecida.

A produgao de anticorpos policlonais recombinantes a serem u-
sados para tratamento € uma area bem nova. Uma tecnologia de fabricagao
policlonal recombinante foi descrita no Pedido PCT W02004/061104. Em
resumo, esta tecnologia envolve a geragdo de varias células, apropriadas
como uma linha de células de fabricagdo. A descrigdo que se segue da téc-
nica é realizada para uma biblioteca de pares cognatos, contudo é apenas
aplicavel a uma biblioteca combinatéria. As células individuais na colecido de
células sao capazes de expressar um elemento distinto da proteina de liga-
¢ao policlonal recombinante, por exemplo, de uma biblioteca de pares cog-
natos. A fim de garantir que as células individuais expressem um par cogna-
to simples e nio varios vares cognatos da proteina de ligacéo policlonal, as
sequéncias de acido nucleico codificando os pares cognatos s&o introduzi-
das em um sitio especifico de sitio simples no genoma de cada célula indivi-
dual. Isto é um aspecto importante da colegao de células, uma vez que isto
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impede a mistura desordenada das cadeias pesada e leve expressas de ca-
da célula, porém também, porque gera células que sao virtualmente idénti-
cas uma a outra, exceto pelas pequenas diferengcas nas regides variaveis
dos pares cognatos individuais. Este trago permitira um crescimento nao in-
clinado da colegédo de células por um periodo de tempo necessario para a
producdo. De modo a garantir integragido especifica de sitio simples, uma
linhagem de célula hospedeira com apenas um sitio de integragcédo seria em-
pregada, havendo células CHO Flip-In da Invitrogen disponiveis comercial-
mente contendo um sitio FRT simples. Vetores apropriados para esta linha-
gem de célula contém um sitio FRT correspondente € sao introduzidos no
genoma usando a recombinase Flp. Existem varias outras recombinases
conhecidas, por exemplo, Cre, beta-recombinase, Gin, Pin, PinB, PinD,
R/RS, lambda integrase, ou fago ®C31 integrase que podem ser usadas em
combinagao com seus sitios de recombinagdo correspondentes. Adicional-
mente, vetores apropriados contém um marcador de selegdo que permite a
selecao de integrantes especificos de sitio.

A geracao de uma linhagem de célula de fabricagao policlonal e a
produgdo de uma proteina policlonal recombinante de tal linhagem de célula
pode ser obtida por varias estratégias de transfeccao e fabricagao diferentes.

Um meio é utilizar uma biblioteca de vetores misturada em con-
junto em uma composigdo simples, para a transfecgéo de uma linhagem de
célula hospedeira com um sitio de integrag&o simples por célula. Este méto-
do é denominado transfecgdo por volume ou transfecgcdo em volume. De
modo geral, o projeto do vetor e da célula hospedeira descrito anteriormente
garantirda que uma linhagem de célula policlonal capaz de crescimento nao
inclinado sera obtida quando da selegcao apropriada. Uma solugéo mestra
congelada da linhagem de célula policlonal sera gerada antes do inicio da
fabricacao da proteina policlonal recombinante.

Outro modo & usar uma biblioteca de vetores dividida em fragdes,
contendo 5 a 50 vetores individuais da biblioteca em uma composicao, para
transfecgao. Preferivelmente, uma fragao da biblioteca constitui 10 a 20 veto-

res individuais. Cada composicdo & entdo transfectada em uma aliquota de
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células hospedeiras. Este método € denominado transfecgao em semivolu-
me. O numero de aliquotas transfectadas dependera do tamanho da biblio-
teca e do numero de vetores individuais em cada fragdo. Se a biblioteca
constituir, por exemplo, 100 pares cognatos distintos, que s&o divididos em
fracGes contendo 20 elementos distintos em uma composicao, 5 aliquotas de
células hospedeiras precisariam ser transfectadas com uma composigéo de
biblioteca constituindo uma fragao distinta da biblioteca original. As aliquotas
das células hospedeiras sido selecionadas para integragdo especifica do si-
tio. Preferivelmente, as aliquotas distintas sdo selecionadas separadamente.
Contudo, elas podem também ser agrupadas antes da selecdo. As aliquotas
podem ser analisadas quanto a sua diversidade clonal e apenas aquelas
com diversidade suficiente serdo empregadas para gerar uma solugao mes-
tra de biblioteca de par cognato policlonal. De modo a obter a linhagem de
célula policlonal desejada para fabricagao, as aliquotas podem ser mistura-
das antes da geragdo da solugdo mestra de congelamento, imediatamente
apos terem sido recuperados da solugao mestra ou apés um curto tempo de
proliferagdo e adaptacdo. Opcionalmente, as aliquotas das células sdo man-
tidas separadas atraves de toda a produgao e a composicao da proteina po-
liclonal € montada para combinar os produtos de cada aliquota ao invés das
aliquotas das células antes da producéao.

Um terceiro modo é um método de alto rendimento no qual as cé-
lulas hospedeiras sado transfectadas separadamente usando os vetores indi-
viduais constituindo a biblioteca de pares cognatos. Este método é denomi-
nado transfecgdo individual. As células hospedeiras transfectadas individu-
almente s@o preferivelmente selecionadas para integracao especifica do sitio
separadamente. Os clones de células individuais gerados da selecédo podem
ser analisados com relagao ao tempo de proliferacao e, preferiveimente, a-
gueles com taxas de crescimento semelhantes s&o usados para gerar uma
solugdo mestra de biblioteca de par cognato policlonal. Os clones de célula
individuais podem ser misturados para obter a linhagem de célula policlonal
desejada antes da geragcao da solugdo mestra, imediatamente apés terem

sido recuperados da solugdo mestra ou apdés um tempo de proliferagéo e



10

15

20

25

30

62

adaptacgao curto. Esta abordagem pode eliminar qualquer inclinacéo de se-
quéncia residual possivel durante a transfecgao, integracao e selegéo. Alter-
nativamente, as células hospedeiras individualmente transfectadas séo mis-
turadas antes da selegao ser realizada, isto permitindo controle da inclinagao
da sequéncia devido a transfecgao.

Um aspecto compartilhado nas estratégias de fabricagiao ressal-
tadas acima é que todos os pares cognatos individuais constituindo a protei-
na policlonal recombinante podem ser produzidos em um ou um numero limi-
tado de biorreatores. A Unica diferenca é o estagio no qual se escolhe gerar
a colecao de células que constituem a linhagem de célula de fabricagao poli-
clonal.

Uma concretizagdo da presente invengdo € uma populacdo de
células hospedeiras compreendendo uma biblioteca de pares cognatos ou
sub-biblioteca de pares ligados das sequéncias de codificagdo de regiao va-
riavel.

Em uma concretizagdo adicional, uma populagdo de células hos-
pedeiras compreende uma biblioteca obtida de uma populagédo de células
simples isoladas constituindo linfécitos, utilizando a ampliagao de RT-PCR
multiplexa seguida por ligagao por unido ou recombinag¢do ou tecnologia de
RT-PCR de sobreposi¢cao-extensdao multiplexa da presente invengao, de ligar
0os pares cognatos.

Outra concretizagdo da presente invengdo é uma populacido de
células hospedeiras compreendendo uma biblioteca combinatéria ou sub-
biblioteca de pares ligados de sequéncias de codificagdo de regi&o variavel.

Uma populagéo de células hospedeiras de acordo com a presen-
te invengao englobara uma populagio de células diversa correspondendo a
diversidade da biblioteca, as células tendo sido transformadas/transfectadas.
Preferivelmente, cada célula da populagdo de células apenas constitui um
par cognato de toda biblioteca de pares cognatos e nenhum elemento indivi-
dual da biblioteca de pares cognatos excede mais de 50%, mais preferivel-
mente 25%, ou o mais preferido 10% do numero total de elementos individu-

ais da populagéo das células hospedeiras.
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Em uma concretizagéo preferida da presente invengéo, a popula-
¢ao das células hospedeiras é de células de mamiferos.

Uma populagao de células hospedeiras conforme descritas acima
pode ser utilizada para a expressdo de uma proteina de ligacéo policlonal
recombinante, uma vez que células individuais da populagao constituem se-
guéncias de codificagao de regido variavel de diversidade diferente.

Uma concretizagao da presente invengdo € uma proteina policlo-
nal recombinante expressa de uma populagdo de células hospedeiras com-
preendendo uma biblioteca de vetores codificando pares cognatos diversos
de sequéncias ligadas de codificagio de regido variavel, onde tal biblioteca &
obtida pelo método da presente invengéo. Tipicamente, uma proteina poli-
clonal recombinante da presente invencao € compreendida de pelo menos 2,
5, 10, 20, 50, 100, 1000, 10% 10° ou 10° proteinas compostas de diferentes
pares coghatos.

Uma concretizagao preferida da presente invengdo é uma imuno-
globulina policlonal recombinante expressa de uma populagao de células
hospedeiras compreendendo uma biblioteca de vetores codificando pares
cognatos diversos da regido variavel de cadeia pesada e sequéncias de co-
dificagao de regido variavel de cadeia leve.

Outra concretizagéo preferida da presente invengéo € uma TcR
policlonal recombinante expressa de uma populagao de células hospedeiras
compreendendo uma biblioteca de vetores codificando pares cognatos di-
versos da regido variavel de cadeia alfa-TcR ligados com as sequéncias de
codificagcdo de regiao variavel e/ou regido variavel de cadeia gama TcR liga-
da as sequéncias de codificagio de regiao variavel da cadeia delta.

Outra concretizacdo da presente invengédo € uma célula hospe-
deira apropriada para produgdo de uma proteina monoclonal. Especifica-
mente, um anticorpo monoclonal compreendido de um par cognato de uma
regido variavel de cadeia leve com uma regiao variavel de cadeia pesada ou
uma TcR monoclonal compreendida de um par cognato de uma regiéo vari-
avel alfa com uma regido variavel beta ou uma regido variavel deita com
uma regiao variavel gama. Preferivelmente, tal linhagem de célula de produ-
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¢ao monoclonal ndo € uma linhagem de célula de hibridoma.

Tal anticorpo monoclonal ou TcR pode ser gerado por adi¢cdo das
etapas que se seguem ao método de ligagao de varias sequéncias de nucle-
otideo de interesse descontinuas a) insercao das sequéncias de acido nucle-
ico ligadas em um vetor; b) introdugéo do dito vetor em uma célula hospedei-
ra; c) cultivo das ditas células hospedeiras sob condigées apropriadas para
expressao; e d) obtencao do produto da proteina expresso do vetor inserido
na dita célula hospedeira. Preferivelmente, o vetor introduzido na célula hos-
pedeira codifica um par cognato individual de sequéncias de codificagédo de
regiao variavel.

Aplicagdes da Invengiao

Uma das principais aplicagbes da presente invengéo é a ligagao
de pares cognatos de sequéncias de codificagdo de regido variavel, especi-
almente sequéncias de codifica¢do de regido variavel de cadeia pesada e
leve de imunoglobulina ou sequéncias de codificagdo de regido variave! de
cadeia alfa e beta TcR ou gama e delta, por um método de aito rendimento
para a geragao de bibliotecas de pares cognatos. Além da geracgéao de biblio-
tecas de pares cognatos, a RT-PCR multiplexa seguida por ligagédo por uniao
ou recombinagéo ou técnicas de RT-PCR de sobreposicao-extensao multi-
plexa da presente invencdo pode ser utilizada na geragao de bibliotecas
combinatérias de anticorpos humanos/nao-humanos quiméricos por reagao
da técnica em uma populagao de células geneticamente diversas, lisados de
células de tal populagdo de células, ou em RNA purificado de tal populagiao
de células. As bibliotecas, sub-bibliotecas, ou clones simples de uma destas
bibliotecas facilitam a expressao das proteinas policlonais ou monoclonais.
Anticorpos especialmente monoclonais ou policlonais podem ser obtidos das
bibliotecas da presente invengéo.

E bem-conhecido o emprego de anticorpos monoclonais recom-
binantes no diagnéstico, tratamento e profilaxia. Os anticorpos monoclonais
e policlonais recombinantes gerados pela presente invengao terdao as mes-
mas aplicagdes que os produtos de anticorpo gerados pelas tecnologias e-

xistentes. Especificamente, uma composigio farmacéutica compreendendo
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uma imunoglobulina recombinante policlonal como ingrediente ativo, combi-
nada a pelo menos um excipiente farmaceuticamente aceitavel, pode ser
produzida por meio da presente invencdo. Sao mais preferidas as composi-
¢bes farmacéuticas onde a imunoglobulina recombinante policlonal & com-
preendida de pares cognatos de sequéncias de codificagao de regiado varia-
vel. Tais composicdes farmacéuticas de imunoglobulinas recombinantes po-
liclonais podem ser usadas como medicamentos. A imunoglobulina recombi-
nante policlonal da composicao pode ser especifica para ou reativa contra
um alvo de doenga predeterminado e a composigdo pode assim ser usada
para o tratamento, melhora ou prevengido de doencgas, tais como, cancer,
infecgdes, doencas inflamatoérias, alergia, asma e outras doengas respiratd-
rias, doengas autoimunes, ma fungao imunolégica, doengas cardiovascula-
res, doengas no sistema nervoso central, doencas metabdlicas e endécrinas,
rejeicao ao transplante ou gravidez indesejada em um mamifero, tal como,
ser humano, animal domeéstico ou animal de estimacao.

Exemplos

Exemplo 1:

Camundongos Balb/c foram imunizados subcutaneamente com
50 Og de toxoide tetanico (TT) em adjuvante de Freund completo. Os ca-
mundongos receberam reforgco no dia 14 com 50 pyg TT em adjuvante in-
completo de Freund. Apds mais 30 dias, os camundongos receberam reforgo
com 50 pg TT em adjuvante incompleto de Freund. Trés dias ap6s o ultimo
reforco, os camundongos foram sacrificados e o bacgo retirado e transferido
para um tubo contendo 30 mL de RPMI 1640 FCS 10% em peso a 4°C. O
tecido foi transferido para um crivo de célula de 74 pm (Corning,136350-
3479) em um prato de 10 cm. Com a parte posterior de um émbolo de serin-
ga, os bagos foram macerados através do filtro. O filtro foi enxaguado com
10 mL de RPMI 1640, solugao de 10% de FCS. O filtro foi removido e o prato
cheio com 20 mL de RPMI 1640 frio, 10% de FCS. As células foram transfe-
ridas para um tubo de 50 mL e centrifuga a 300 x g a 2 a 8°C por 5 minutos. As
células foram ressuspensas em 5 a 10 mL a 40C RPMI 1640 FCS 1% em peso

e filtradas através de um filtro de seringa de 50 um (Becton Dickinson, 340603).
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As células foram micronizadas e ressuspensas em FCS; 10% DMSO de modo
a obter uma densidade de célula em 2 x 10”células/ampola e congeladas.

Ampolas congeladas com esplendécitos em suspenséo de célula
simples de camundongos Balb/c imunizados com toxoide tetanico foram des-
congeladas a 37°C e transferidas para tubo de 15 mL com gelo ainda pre-
sente. 10 mL de RPMI resfriado em gelo, 10% de FCS foram acrescentados
gota a gota ao tubo enquanto rotacionando. Apés uma lavagem em 10 mL
FACS PBS, 4 mL PBS, 2% FCS foi adicionado antes da filtragao das células
atraveés de Filcon 50 ym (Becton Dickinson, nimero CAT 340603). As célu-
las foram micronizadas e ressuspensas em 1 mL de PBS, 2% de FCS (final
volume) e subsequentemente coloridas tanto com anti CD43 FITC diluido a
1:100 (Ndmero BD CAT 553270) e anti CD138 PE diluido a 1:40 (NUmero
BD CAT 553714) em 1 mL de PBS, 2% de FCS ou com anti B220 APC (NuG-
mero BD CAT 553092) diluido a 1:40 e anti MHCII FITC (Numero BD CAT
553547) diluido a 1:200. As células foram incubadas a 400C por 20 minutos
no escuro. Finalmente, as células foram lavadas 2 vezes com 2 mL de PBS,
2% de FCS e adicionadas até 15 mL de PBS, 2% de FCS (soro bovino fetal).
Imediatamente antes da classificagao, P) foi adicionado a 1:100, e as células
foram classificadas em uma contagem de aproximadamente 1.000 a 2.000
células/segundo. ExclusGes para ambas coloragdes sio ilustradas na figura
3. Figura 3A: Células PI positivo (mortas) as células foram excluidas no pai-
nel esquerdo inferior (P1). Entdao, as células plasmaticas foram excluidas
com CDA43 alto, CD138 alto no painel direito inferior (P2). Finaimente, os du-
pletos foram excluidos no painel direito superior do grafico SSC-H, SSC-W
(P3). As células positivas para todas as trés portas foram classificadas em
placas ELISPOT de acordo com a tabela 1.

ELISPOT:

Placas de 96 pogos com fundo de nitrocelulose (placas HA, Milli-
pore, Bedford, MA) foram pré-umectadas com PBS (também os pogos de
bloqueio) antes de serem revestidas com 100 pL, 25 pg/mL de toxoide teta-
nico (TT) ou IgG anti-murino de carneiro (Jackson Immuno Research, Name-
ro CAT 515-005-062) em PBS. O mesmo volume de PBS estava presente
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nos pogos de controle. A placa foi deixada a 4°C. No dia seguinte, os pogos
foram lavados trés vezes com PBS antes de serem bloqueados com 200 pL
de RPMI + leite em p6 desnatado a 2% e deixados a 4°C. A placa foi movida
para o incubador (3700C, 5% CO,, 100% de umidade) 1 hora antes da adigao
das células. 100 pL de células em RPMI completo foram adicionados ao TT,
pogos revestidos com anti-ilgG e apenas pogos bloqueados. Células sem
meio foram incluidas como controle. A placa foi movida para um incubador
(370C, 5% CO,, 100% de umidade). No dia seguinte, a placa foi lavada seis
vezes para remover as células, 3 vezes no tampao: PBS+0,01% Tween20 e
3x em PBS. Subsequentemente, os pogos receberam IgG anti-camundongo
de cabra conjugado com HRP (Caltag M30007) diluido 1:3000 em RPMI +
leite em p6 desnatado a 2% (100 ulL/pogo). Apds 2 horas de incubagéao a
37°C, os pogos foram lavados trés vezes em PBS+0,01% Tween 20 seguido
trés vezes apenas com PBS. As manchas foram entdo desenvolvidas com 100
pL de substrato cromogénico consistindo em 0,015% de H,O; e 0,3 mg/mL de
3-amino-9-etilcarbazol em 0,1M de acetato de sédio, pH 5,1. O desenvolvimen-
to da cor foi parado por lavagem com agua de torneira apés 5 minutos.
Julgamento dos resultados da tabela 1. Células plasmaticas (PC;
CDA43 alto, CD138 alto, porta P3 na Figura 3A) especifica para TT estao pre-
sentes em aproximadamente 2%, considerando-se plasma blastos especifi-
cos para TT (PB; B220 e MHCI! positivo, Porta P4 na Figura 3B) estéao pre-
sentes em aproximadamente 4%. Isto ilustra a superioridade de PC para PB
na produgao de anticorpos especificos apds imunizagdo com TT.
Tabela 1

Numero de manchas (niumero de células clas-
sificadas)
Revestimento: PC 0 (1.001) ND ND

PBS PB 0 (13.976) 0 (1500) 0 (150)
Revestimento: TT | PC 22 (1.002) 2 (250) 0 (50)
PB 54 (13.257) 0 (1500) 0 (150)

Revestimento: - | PC 55 (1.000) 6 (250) 1 (50)
IgG PB 48 (5000) 8 (1500) 0 (150)
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Exemplo 2

A ampola congelada de esplendcitos foi colorida conforme descri-
to no exemplo 1. Quatro diferentes fenttipos foram classificados de quatro
modos. As exclusdes de classificagao de classificagao sio ilustradas na figu-
ra 4. Primeiramente, células mortas ou Pl positivas foram excluidas no painel
esquerdo inferior (P1). P2 é CD138 intermediario, CD43 alto. P3 é CD138
alto, CD43 alto. P4 € CD138 alto, Cd43 negativo P5 &€ CD138 intermediario,
CD43 baixo. 10.000 células positivas para P1 e cada uma das quarto exclu-
soes foram classificadas em tubos de teste e congeladas para avaliagao por
Symplex de camundongo.

As fragdes P2, P3, P4 e P5 foram classificadas por volume nos
tubos, cada um contendo 10.000 células. Os tubos foram centrifugados e
ressuspensos em meio de Eagle modificado da Dulbecco contendo 2 U/uL
de inibidor de RNase (RNasin, Promoga, CAT namero N2511) a uma con-
centragao de 250 células/uL, 10 pL por tubo e congeladas a -80°C. Uma
ampliagdo Symplex de camundongo foi realizada em uma diluicdo em série
de cada um dos quatro conjuntos de linfécitos classificados para comparar o
teor de RNAm de anticorpo IgG-capa. Os principios basicos das reagdes
foram:

» Primeiro é realizada uma reacao RT, onde as cadeias pesada e
leve séo iniciadas por iniciadores de regido constante;

* Em segundo lugar é realizada uma reagéo multiplexa empre-
gando iniciadores de regido VH e VK 5' cobrindo todas regides variaveis e
equipados com proje¢des complementares facilitando a formagéo das faixas
de sobreposigdo. Os iniciadores 3' estdo localizados na regido constante das
cadeias pesada e leve;

 Por ultimo é realizada uma rea¢ao aninhada ampliando apenas
VH e VK conjugados usando iniciadores JH e JK;

» O produto de reacgao final consiste em extremidade §' conjuga-
da em VH e VK para extremidade 5' e conectado com um ligador. O tama-
nho seria de aproximadamente 700 pares de base.

Para a reagio de RT-PCR multiplexa combinada foi empregado o
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conjunto de iniciadores mostrado na tabela 2 e empregando o kit Qiagen
OneStep RT-PCR essencialmente de acordo com as instrugdes do fabrican-
te. As células congeladas foram descongeladas sobre gelo, ressuspensas €
centrifugadas. Em cada série de diluigdes foi usado lisado de célula corres-
pondendo a 100, 32, 10, 3,2, 1, 0,32, 0,1 e O células. Os volumes de reacao
totais foram de 20 pL. As condi¢cbes de ciclagem foram:

* 55°C, 30 minutos
95°C, 15 minutos
94°C, 30 segundos
» 60°C, 30 segundos 35 ciclos
» 72°C, 5 minutos
72°C, 10 minutos

A reacgao aninhada foi realizada com o conjunto de iniciador mos-
frado na tabela 3 empregando FastStart polimerase (Roche) e reagentes
fornecidos essencialmente de acordo com as instrugGes dos fabricantes. 1
ML do produto de reacdo de RT-PCR foi empregado por reagao aninhada em
um volume total de 20 pL. As condigdes de reacéo foram:

» 95°C, 30 segundos

» 60°C, 30 segundos 35 ciclos

» 72°C, 90 segundos

» 72°C, 10 minutos

10 ulL de cada produto de reacgao final foram finalmente analisa-

dos em um gel agarose a 1%.

A partir do resuitado do Symplex nos lisados de célula titu-
lada (figura 5), fica claro que nés queremos ligar regides variaveis de
cadeias pesada e leve com células de P3 a jusante para aproximada-
mente 0,1 célula e de P2 a partir de aproximadamente 3,2 células. As
outras exclusdes foram perda eficiente com ligagdo apenas sendo pos-
sivel de aproximadamente 32 células e mais. Na conclusdo, o CD43
alto, CD138 alto (P3) é mais util para Symplex'¥ em nivel de célula
simples, enquanto CD43 aito, CD138 intermediario seriam usados po-

rém sendo menos eficientes.
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Tabela 2: Conjunto de iniciador Symplex de camundongo empre-

gado para reacgao de RT e multiplexa combinada

Inicia- Conc. Sequéncia Numero da

dor (nM) Sequéncia

mH- 0,2 GACSGATGGGCCCTTGGTGG 1

Crev1

mKap- 0,2 GCTGTAGGTGCTGTCTTTGC 2

par1

mVH

set

mVHA 0,04 TATTCCCATGGCGCGCCSAGGTCCARCTGCAR- 3
CAGYCTG

mVHB 0,04 TATTCCCATGGCGCGCCGARGTG- 4
MAGCTKGTKGAGTC

mVHC 0,04 TATTCCCATGGCGCGCCSAGGTGCAGCTK- 5
MAGGAGTC

mVH8 0,04 TATTCCCATGGCGCGCCCAGGTTACTCTGAAA- 6
GAGTC

mVHSO 0,04 TATTCCCATGGCGCGCCCAGATCCAGTTGGTG- 7
CAGTCTG

Conjunto mVK

mVKD 0,04 GGCGCGCCATGGGAATAGCTAGCCGAYATCCA 8
GATGACHCARWCT
mMVKE 0,04 GGCGCGCCATGGGAATAGCTAGCCRACATTGT 9
GMTGACHCAGTC
mVKF 0,04 GGCGCGCCATGGGAATAGCTAGCCSAMATTGTK 10
CTSACCCARTCTC
mVK 1- 0,04 GGCGCGCCATGGGAATAGCTAGCCGATRTTGT 11
2 GATGACBCARRCT

W=A/T, R=A/G, S=G/C, Y=C/T, K=G/T, M=A/C, H=ACT, B=GCT;

Conc. - concentragéo final.
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Tabela 3: Iniciadores para PCR aninhada de Symplex de camun-

dongo
Iniciador Concen- Sequéncia Nidmero da
tragao Sequéncia
final nM
Conjunto
mJH
mJH1 200 GGAGGCGCTCGAGACGGT- 12
GACCGTGGTCCC
mJH2 200 GGAGGCGCTCGAGACTGTGA- 13
GAGTGGTGCC
mJH3 200 GGAGGCGCTCGAGACAGTGAC- 14
CAGAGTCCC
mJH4 200 GGAGGCGCTCGAGACGGTGACT- 15
GAGGTTCC
Conjunto
mJK
mJK1 200 GATGGTGCAGCCACAGTTCGTTT- 16
GATTTCCAGCTTGGTG
mJK2 200 GATGGTGCAGCCACAGTTCGTTT- 30
TATTTCCAGCTTGGTC
mJK4 200 GATGGTGCAGCCACAGTTCGTTT- 31
TATTTCCAACTITGTC
mJK5 200 GATGGTGCAGCCACAGTTICGTTT- 17
CAGCTCCAGCTTGGTC

EXEMPLO 3. Clonagem de Anticorpos Anti-EGFR
Imunizagdes
Fémeas de BALB/c, cepa A, ou camundongo C57B16 (8 a 10

semanas de vida) foram usados para imunizagdes por injecées com diferen-

tes proteinas purificadas além das células superexpressando EGFR. Protei-
nas de EGFR disponiveis comerciaimente (R&D systems, CAT numero

1095-ER ou Sigma numero E3641) foram usadas para algumas das imuni-

zacbes. Para outras imunizagdes foram usados EGFR e EGFRvIIl humano

recombinante produzidos como proteinas de fuséo consistindo em ECD de
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EGFR ou EGFRVII e horménio do crescimento humano (hGH), também in-
cluindo um sitio de clivagem do Virus de Gravagéo de Tabaco (TEV) além
do marcador His. Em alguns casos, o ECD de EGFR foi isolado por clivagem
de TEV-protease e subsequente purificagcdo em uma coluna de niquel.

A linhagem de célula cancerigena de cabega e pescogo huma-
nos, HN5 (Easty DM, Easty GC, Carter RL, Monaghan P, Butler LJ. Br J
Cancer., junho de 1981; 43(6):772-85. Dez linhagens de células de carcino-
ma humano derivadas de carcinomas escamosos de cabeg¢a pescoco) ex-
pressando aproximadamente 10’ receptores/célula foram usadas para imu-
nizagcdes com base em célula. As células foram cultivadas em meio DMEM
suplementado com FBS a 10% (Soro Bovino Fetal), Glicerol a 3 mM, Piruva-
to de Sbédio 5 mM e 1% de Penicilina Estreptomicina. Antes de cada imuni-
zagao, as células foram lavadas em PBS, tripsinizadas com TrypLE e res-
suspensas em meio de crescimento. Subsequentemente, as suspensdes
celulares foram lavadas duas vezes em PBS por centrifugacdo em 250Xg,
por § minutos, com desalojamento e ressuspensdo em 15 mL de PBS estéril.

Células ou antigeno foram diluidos em PBS e entao misturados
1:1 com adjuvante de Freund. O adjuvante & usado para meihorar e modular
a resposta imune. Para as primeiras imunizacdes, Adjuvante de Freund
Completo (CFA) foi usado, considerando-se que Adjuvante de Freund in-
completo (IFA) foi empregado para as imunizagbes subsequentes. IFA é
uma emuisao de oleo em agua composta de 6leos minerais e CFA é IFA ao
qual espécies de Mycobaterium secas, mortas por aquecimento foram adi-
cionadas. Ambos os adjuvantes possuem um efeito de depdsito. CFA forne-
ce persisténcia de longo prazo a resposta imune e € usado para as primeiras
imunizagbes para reforgar a resposta imune e IFA é usado para imunizagcdes
subsequentes. As emulsGes foram testadas por adigédo de uma gota na su-
perficie de um vidro com agua. Se a gota permanecesse como uma gota, a
emulsio era estavel e as injegbes poderiam ser realizadas. Apenas emul-
sdes estaveis foram administradas aos camundongos. Dependendo da pro-
gramacéao (vide Tabela 4), 25 a 100 ug de antigeno ou 107 células foram u-
sadas para cada injegao. No total, os camundongos receberam 4 injegdes.
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Todos os camundongos receberam inje¢des de 300 uL ou 200 pL de emul-
sd0. Dependendo da programacao, as injegdes foram realizadas subcutane-
amente (s.c), intraperitoneamente (i.p.) ou intravenosamente (i.v.).

No término, os camundongos foram sacrificados por deslocamen-
to cervical e os bagos foram removidos e transferidos para um coador de
célula de 74 cm (Corning ntimero 136350-3479). As células foram macera-
das através do filtro, ressuspensas em RPMI frio 1640 com FBS a 10% e
centrifugadas a 300Xg por 5 minutos. A microesfera celular foi ressuspensa
em RPMI 1640 com FBS a 1%, filtrada através de um filtro de seringa de 50
um (BD numero 340603) e coletada por filtracdo. O pélete celular foi criopre-
servado apds ressuspensao em FCS com DMSO a 10% e as células conge-
ladas armazenadas a 80% até classificagdo FACS.

Classificagdo FACS de células plasmaticas de murino

Ampolas com esplenédcitos congelados foram descongeladas a
37°C e transferidas para tubo de 15 mL com gelo ainda presente. 10 mL de
RPMI resfriado em gelo, FBS a 10% (soro bovino fetal) foram adicionados,
gota a gota ao tubo enquanto agitando. Apés uma lavagem em 10 mL de
FACS PBS, 5 mL de FCS PBS sao adicionados antes da filtragcao das célu-
las através de Filcon 50 ym. As células foram entao micronizadas e ressus-
pensas em 1 mL de PBS com FBS a 2% (volume final) e coloridas com anti-
CDA43-FITC e anti-D138-PE de acodo com a diluigio especifica a uma con-
centracgao final de aproximadamente 5 pg/mL. As células foram incubadas a
4°C por 20 minutos no escuro. Subsequentemente, as células foram lavadas
duas vezes com 2 mL de tampao FACS. Até 15 mL de FACS PBS foram
adicionados. lodeto de propidio (P!) foi adicionado a 1:100 e as células fo-
ram subsequentemente classificadas em placas PCR de 96 pogos contendo
tampao de reacgdo da PCR (vide abaixo) e rotacionadas a jusante por 2 mi-
nutos 400Xg antes das placas serem congeladas a -80°C. As células plas-
maticas foram excluidas como CD43 positivo/CD-138 positivo.

Ligacao de pares cognatos Ve V.

A ligacdo das sequéncias de codificacdo de Vy e Vy foi realizada
nas células simples excluidas como células plasmaticas, facilitando o pare-
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lhamento cognato das sequéncias de codificagdo de Vy e V.. O procedimen-
to utilizou um procedimento de PCR de duas etapas com base na

RT-PCR de sobreposicdo-extensdo multiplexa de etapa unica
seguida por uma PCR aninhada. As misturas de iniciadores usadas no pre-
sente exemplo apenas ampliam as cadeias leve capa. Os iniciadores capa-
zes de ampliagao das cadeias leve lambda poderiam, contudo, se adiciona-
dos a mistura de iniciador multiplexa e mistura de iniciador da PCR aninha-
da, caso desejado. Se os iniciadores de lambda fossem adicionados, o pro-
cedimento de classificagdo seria adaptado, tal que, as células positivas
lambda nao seriam excluidas. O principio para ligagdo de sequéncias Vy e
VL cognatas ¢ ilustrado na figura 1. As placas de PCR de 96 pogos produzi-
das foram descongeladas e as células classificadas serviram como gabarito
para a RT-PCR de sobreposi¢cao-extensao multiplexa. O tampéao de classifi-
cagao adicionado a cada po¢o antes da classificagdo da célula simples con-
tinha tampao de reagdo (Tampao RT-PCR de etapa UGnica; Qiagen), iniciado-
res para RT-PCR (vide tabela 2 acima) e inibidor de RNase (RNasina, Pro-
mega). Isto foi suplementado com Mistura de Enzima de RT-PCR de Etapa
anica (diluicdo de 25 vezes da Qiagen) e mistura dNTP (200 uM cada) para
obter a concentragéo final fornecida em um volume de reag¢do de 20 uL. As
placas foram incubadas por 30 minutos a 55°C para permitir transcricdo re-
versa de RNA de cada célula. Seguindo-se a RT, as placas foram submeti-
das ao seguinte ciclo da PCR: 10 minutos a 94°C, 35 x (40 segundos a
94°C, 40 segundos a 60°C, 5 minutos a 72°C), 10 minutos a 72°C. As rea-
¢bes da PCR foram realizadas em ciclador térmico H20BIT com Cesta de
Vedacao de Casca para placas de 24 a 96 pogos (ABgene) para facilitar um
alto rendimento. As placas PCR foram armazenadas a -20°C apoés ciclagem.

Para a etapa PCR aninhada, as placas PCR de 96 pog¢os foram
preparadas com a mistura que se segue em cada poco (reagbes de 20 pl)
para obter a concentracédo final fornecida: 1 x tampao FastStart (Roche),
mistura dNTP (200 pM cada), mistura de iniciador aninhado (vide Tabela 5),
DNA Polimerase Phusion (0,08 U; Finnzymes) e Combinagédo de Enzima
FastStart High Fidelity (0,8 U; Roche). Como o gabarito para a PCR aninha-



10

15

20

25

30

75

da, foi transferido 1 yL para as reagdes de PCR de sobreposi¢ao-extensao
multiplexa. As placas de PCR aninhada foram submetidas a ciclagem térmi-
ca que se segue: 35 x (30 segundos a 95°C, 30 segundos a 60°C, 90 se-
gundos a 72°C), 10 minutos a 72°C.

As reacgdes selecionadas aleatoriamente foram analisadas em
gel agarose a 1% para verificar a presenga de fragmento de sobreposigao-
extensio de aproximadamente 890 bp (pares de base). As placas foram ar-
mazenadas a -20°C até processamento adicional dos fragmentos da PCR.

Os repertérios de pares de codificagcao de V4 e V_ ligados da
PCR aninhada foram agrupados, sem misturar os pares de doadores dife-
rentes e foram purificados por eletroforese de gel agarose a 1% de prepara-
¢do. A sequéncia de codificacdao de cadeia leve constante capa humana foi
recomposta por sobreposicao-extensado para a regido de codificagdo de Vi,
dos produtos da PCR agrupados dos pares de codificagdo de Vy e V. (Figu-
ra 2). A sequéncia de codificagdo de cadeia leve constante capa humana foi
ampliada de um plasmideo contendo a sequéncia de codificacdo de um anti-
corpo humano com uma cadeia leve capa em uma reagao contendo: Enzima
Phusion (2 U; Finnzymes), 1 x tamp&o Phusion, mistura de dNTP (200 pM
cada), iniciador hKCforw-v2 e iniciador capa3' (Tabela 6), e gabarito de
plasmideo pLL138 (10 ng/uL) em um volume total de 50 pL. A reagao foi
submetida a termociclagem que se segue: 25 x(30 segundos a 95°C, 30 se-
gundos a 55°C, 45 segundos a 72°C), 10 minutos a 72°C. O fragmento de
PCR resultante foi purificado por eletroforese de gel agarose a 1% de prepa-
ragcao.

Os fragmentos de PCR agrupados e purificados de cada repert6-
rio foram recompostos para o fragmento de PCR ampliado e purificado da
regido de codificagdo de constante capa humana (Apéndice 1) pela recom-
posigdo que se segue por PCR de sobreposi¢do-extensao (50 pL, volume
total) contendo: fragmento de regido de codificagdo de constante capa hu-
mana (1,4 ng/ul), fragmento de PCR agrupado e purificado (1,4 ng/pL), DNA
Polimerase Phusion (0,5 U; Finnzymes) e Combinagéo de Enzima FastStart
High Fidelity (0,2 U; Roche), 1x tampéo FastStart (Roche), mistura de dNTP
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(200 uM cada), iniciador de mhKCrev e iniciadores de conjunto mJH (vide
Tabela 6). A reacao foi submetida & termociclagem que se segue: 2 minutos
a 95°C, 25 x (30 segundos a 95°C, 30 segundos a 55°C, 1 minuto a 72°C),
10 minutos a 72°C. O fragmento de PCR resultante (aproximadamente 1.070
bp) foi purificado por eletroforese de gel agarose a 1% de preparagéo.

Insercdo de pares de codificagcdo Vy e V. cognatos em um
vetor de classificagao

A fim de identificar os anticorpos com especificidade de ligagédo
ao EGFR, as sequéncias de codificagdo de Vy e V obtidas foram expressas
como anticorpos de comprimento pleno. Isto envolveu a insergéo do reperté-
rio de pares de codificagdo Vi € V.. em um vetor de expresséo e transfeccdo
em uma célula hospedeira.

O procedimento de clonagem de duas etapas foi empregado para
geragcao de um repertério de vetores de expressédo contendo os pares de
codificacdo Vy e V ligados. Estatisticamente, se o repertério dos vetores de
expressdo contiver dez vezes tantos plasmideos recombinantes quanto o
numero de produtos de PCR de V4 e V. emparelhados e cognatos usados
para a geragao do repertério de classificagdo, existira uma probabilidade de
99% de que todos os pares génicos Unicos sejam representados. Assim, se
400 fragmentos génicos de V de sobreposigdo-extensdo forem obtidos, um
repertorio de pelo menos 4.000 clones sera gerado para classificacao.

Em resumo, o produto de PCR purificado dos repertorios de pa-
res de codificagdo Vy e V_ ligados, recompostos na regido de codificagao
constante capa humana foi clivado com DNA endonucleases de Xhol e Notfl
nos sitios de reconhecimento introduzidos nos términos dos produtos de
PCR. Os fragmentos clivados e purificados foram ligados em um vetor de
expressdo de IgG de mamifero digerido de Xhol/Nofl, o OO-VP-002 (figura
8), por procedimentos de unido-padrao. A mistura de ligacéo sofreu eletrofo-
rese em E.coli e foi adicionada as placas 2xYT contendo o antibi6tico apro-
priado e incubada a 37°C por toda noite. O repertério ampliado de vetores foi
purificado das células recuperadas das placas usando métodos de purifica-
cao de DNA-padrao (Qiagen). Os plasmideos foram preparados por insergao
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dos fragmentos promotor-lider por clivagem usando

Ascl e Nhel endonucleases. Os sitios de restricdo para estas en-
zimas estavam localizados entre os pares de genes de codificagdo Vh e V.
Seguindo-se a purificagdo do vetor, um fragmento lider-promotor de mamife-
ro bidirecional digerido Ascl-Nhel foi inserido nos sitios de restricao Ascl e
Nhel por procedimentos de ligagdo-padrédo. O vetor ligado foi ampliado em
E.coli e o plasmideo foi purificado usando métodos-padrao. O repertorio ge-
rado de vetores de classificacdo foi transformado no E.coli por procedimen-
tos convencionais. As colénias obtidas foram consolidadas em placas princi-
pais de 384 pogcos e armazenadas. O numero de colbnias enfileiradas exce-
deu o numero de produtos PCR que deram entrada em pelo menos trés ve-
zes, assim fornecendo uma probabilidade de 95% para presenca de todos
pares génicos V unicos obtidos.

O plasmideo do DNA foi preparado de clones selecionados acima
e ceélulas CHO-S FreeStyle (Invitrogen) foram transfectadas em escala de 2
mL para expressao de anticorpos (de acordo com as instrugdes do fabrican-
te). Os sobrenadantes foram colhidos 96 horas apés transfecgao.

Classificagcdo para ligagcao ao dominio extracelular de EGFR

Em geral, a classificagao foi realizada como um procedimento de
duas etapas. As bibliotecas de anticorpo foram classificadas quanto a reati-
vidade da proteina de EGFR recombinante em ELISA apdés o que FMAT
(FLISA) foi empregado como uma abordagem com base em célula, com a
linhagem de célula NR6WtEGFR (Batra e outros, 1995, Cell Growth Differ,
6(10):1251-9), para detecgao de ligagcao dos anticorpos de EGFR ao EGFR
expresso na superficie da célula. Para as bibliotecas 101 e 108/109 (Tabela
4) o ELISA foi realizado com EGFR recombinante representando o dominio
extracelular de EGFR.

Em resumo, para o ELISA, placas Nunc maxisorb (nimero CAT
464718) foram revestidas com 1 ug/mL de proteina (produzida domestica-
mente), diluida em PBS a 4C por toda noite. Antes do bloqueio em 50 uL de
2%-Leite-PBS-T as placas foram lavadas uma vez com PBS + 0,056% de
tween 20% (PBS-T). As placas foram lavadas uma vez com PBS-T, 20 uL de
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2%-leite-PBS-T e 5 uL de sobrenadantes dos transfectantes CHO-S FreeSt-
yle (vide acima) foram adicionados e incubados por 1 ¥ hora TR apés o que
as placas foram lavadas uma vez com PBS-T a 20 yL por pogo. Anticorpo
secundario (HRP-IgG anti-humano de cabra, Jackson, nimero CAT 109-
035-097) diluido 1:10.000 em 2% leite-PBS-T foi adicionado para detectar os
anticorpos ligados aos po¢os e incubado por 1 hora a temperatura ambiente.
As placas foram lavadas uma vez em PBS-T antes da adicdo de 25 pyL de
substrato (Kem-em-tec Diagnostics, nimero CAT 4390) que foi incubado por
5 minutos. 25 pL de acido sufurico a 1M foram adicionados apés a incuba-
¢ao para parar a reag¢do. O sinal especifico foi detectado em um leitor ELISA
a 450 nm.

Para a deteccao de FMAT com base na célula de anticorpos anti-
EGFR, SKBR-3 (ATCC numero HTB-30) ou NR6WtEGFR as células foram
mantidas em meio de crescimento. As células foram contadas e diluidas pa-
ra 125.000 células/mL com o anticorpo IgG anti-humano de cabra conjugado
Alexa-847 (H-L) (Molecular probes numero A21445, lote numero 34686A)
diluidas 1:40.000. Um total de 20 pL desta suspensdo foram transferidos
para placas Nunc de fundo limpo de 384 pogos. subsequentemente, 10 pL
de sobrenadante de transfec¢ao foram adicionados as células. O sinal FMAT
da reacao foi medido apds 6 a 10 horas de incubacgao.

Os dados da classificagao indicam que 221 (4,8%) dos clones to-
tais foram positivos no ELISA. 93 (2,0%) destes clones foram também positi-
vos em FMAT. No total 220 (4,8%) dos clones foram positivos no FMAT e
dentre aqueles 127 (220-93) unicamente positivos para o antigeno de super-
ficie de célula. A biblioteca 111 foi classificada de um modo semelhante, po-
rém uma vez que o procedimento de imunizagao foi realizado para gerar an-
ticorpos especificos para a detecgdo de um mutante EGFR receptor EGFR-
vill, as classificagdes de ELISA incluiram ensaios para detectar ambos EG-
FR do tipo selvagem e EGFRUVIII. Sete clones foram identificados para serem
especificos para o EGFRVIII no ELISA e de forma interessante aqueles clo-
nes foram negativos para coloragdo de células expressando WtEGFR no
FMAT. Treze clones foram identificados como sendo positivos para wEGFR
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em FMAT e ELISA, porém n&o para o EGFRVIlI, que foram Gnicos para esta
biblioteca, em comparacédo as bibliotecas 101 e 108/109. Todos os clones
ELISA positivos foram selecionados para analises adicionais.

Analise da Sequéncia e Selegao do Clone

Os clones identificados como especificos de EGFR no ELISA fo-
ram recuperados das placas principais originais (formato de 384 pocos) e
consolidados em novas placas. DNA foi isolado dos clones e submetido ao
sequénciamento de DNA dos genes V. As sequéncias foram alinhadas e
todos os clones Unicos foram selecionados. Alinhamentos miuiltiplos de se-
quéncias obtidas descreveram a singularidade de cada clone especifico e
permitiram a identificagdo de anticorpos (nicos. Seguindo-se a andlise da
sequéncia de 220 clones, 70 grupos de sequéncia de anticorpo genetica-
mente distintos foram identificados. Cada grupo de sequéncias correlatas foi
provavelmente derivado de hipermutagdes somaticas de um clone precursor
comum. No total, um a dois clones de cada grupo foi escolhido para valida-
¢do da sequéncia e especificidade.

Sequéncia e Validagao da Especificidade

A fim de validar os clones de codificagido do anticorpo, o plasmi-
deo de DNA foi preparado e a transfecgio de células CHO-S FreeStyle (Invi-
trogen) em escala de 2 mL foi realizada para expressao. O sobrenadante foi
colhido 96 horas apés a transfec¢cao. Os niveis de expressao foram estima-
dos com ELISA anti-lgG padrao e a especificidade foi determinada por ELI-
SA especifico para EGFR-EGFRVII, 85% dos clones mostraram possui a
especificidade e sequéncia corretas.

Classificagcdo para Efeitos Antiproliferativos

A lesao celular pode resultar inevitavelmente na perda da capaci-
dade da célula de manter e prover energia para fungcéo e crescimento da
célula metabodlica. Os ensaios de atividade metabdlica se baseiam nesta
premissa. Geralmente eles medem a atividade mitocondrial. O Reagente de
Proliferagao Celular WST-1 (Roche, numero CAT 11 644 807 001) € um
substrato pronto para uso que mede a atividade metabdlica das células via-
veis. Entdo se presume que a atividade metabolica se correlacione ao niume-
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ro de células viaveis. Neste exemplo, o ensaio WST-1 foi usado para medir o
nimero de células metabolicamente ativas apos tratamento com os sobre-
nadantes de cuitura de célula contendo diferentes anticorpos anti-EGFR.

Antes da realizagdo do ensaio WST-1, volumes diferentes de 2
mL de sobrenadantes (0, 10, 25, 50 e 150 pL) foram transferidos para pocos
apropriados em uma placa de 96 pocos.

Celulas HNS foram entao lavadas com 1xPBS e destacadas por
tripsinagcdo com 3 mL de solucdo de tripsina. 17 mi de meios completos fo-
ram entao adicionados e as células rotacionadas a jusante a 300 x g (1.200
rcf) por 5 minutos. O sobrenadante foi removido e as células ressuspensas
em DMEM + 0,5% FBS. As células foram contadas e sua concentragao ajus-
tada e 1.500 células foram adicionadas aos pogos com sobrenadante, de
maodo que cada pogo contivesse 200 ul. de meios no total. As placas foram
incubadas por 4 dias em um incubador umidificado a 37°C. Entao 20 pL de
reagente WST-1 foram adicionados por pogo e as placas incubadas por uma
hora a 37°C. As placas foram entdo transferidas para um agitador de placa
orbital e deixadas mais uma hora. A absorvéncia foi medida a 450 e 620 nm
(comprimento de onda de referéncia) em um leitor ELISA. A diferenca nos
niveis de células metabolicamente ativas (MAC) foi calculada como percen-

tual dos sobrenadantes de controle, como se segue:

Yo MAC =1 1 (ODexp.— ODmedia) %100
(ODuntreat.— ODmedia)

N.T.: Na formula acima: OD exp. - meios OD; OD nao-tratado.

Estes valores foram entdo empregados como base para a analise
de grupo hierarquica supervisionada (agrupados com base na reatividade no
ELISA) realizada usando os softwares livres Cluster e TreeView.

E preferivel ser capaz de se classificar anticorpos funcionais em
um estagio anterior no processo de selegao de anticorpos. Os sobrenadan-
tes de cultura de 83 transfecgdes de 2 mL foram usados para classificar as
fungbes inibidores de crescimento em um ensaio de proliferagao realizado
usando células HN5 em FBS a 0,5%. Os resultados foram visualizados por

analise de grupo hierarquica simples. Conforme pode ser visto na analise de
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grupo (figura 7), foi verificado que varios sobrenadantes diminuem o numero
de células HN5 metabolicamente ativas (cinza-escuro) em um modo depen-
dente de concentragao (Grupo 2). De modo semelhante, alguns sobrenadan-
tes aumentaram o nimero de células HN5 metabolicamente ativas (cinza
claro) em um modo dependente da concentragao (grupos 1, 3 e 4). Uma ob-
servagao interessante foi a de que os sobrenadantes, que diminuiram o nu-
mero de células HNS metabolicamente ativas, possuiram reatividade 2 (se-
tas pretas) considerando-se que os sobrenadantes que aumentaram o na-
mero de celulas HNS metabolicamente ativas apresentaram reatividade 1
(setas cinzas). Os sobrenadantes com reatividade 2 foram positivos em am-
bos ELISAs WtEGFR e EGFRuvll], enquanto os sobrenadantes com reativida-
de 1 apresentaram reatividade apenas na direcdo de wtEGFR. Assim, tais
analises podem prover relagdes entre reatividade do anticorpo em ELISA e
funcionalidade nos ensaios celulares.

Reparo do Clone

Quando se emprega a abordagem de PCR multiplexa, se espera
um determinado grau de iniciagdo cruzada da familia génica intra e inter-V
devido a degeneracéao do iniciador e o alto grau de homologia. A iniciagao
cruzada introduz aminoacidos que nao ocorrem naturalmente na estrutura da
imunoglobulina com varias consequéncias em potencial, por exemplo, alte-
ragdes estruturais e imunogenicidade aumentada, tudo resultando em uma
atividade terapéutica diminuida.

A fim de eliminar estas desvantagens e assegurar que clones sele-
cionados se igualem a resposta imune humoral natural, tais mutagdes de inicia-
cédo cruzada foram corrigidas em um processo denominado reparo de clone.

Na primeira etapa do procedimento de reparo de clone, a se-
quéncia Vy foi ampliada em PCR com um conjunto iniciador contendo a se-
guéncia correspondendo ao gene de V4, o clone de interesse originado do
mesmo, pelo que, corrigindo quaisquer mutagdes introduzidas por iniciagao
cruzada. O fragmento da PCR foi digerido com Xhol e Ascl e ligado de volta
no vetor de expressao de mamifero digerido Xhol/Ascl (Figura 6) empregan-

do procedimentos de ligacdo convencionais. O vetor ligado foi ampliado em
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E.coli e o plasmideo foi purificado por métodos-padrio. A sequéncia de Vy
foi sequénciada para verificar a corregao e o vetor foi digerido com Nhel/Notl
para preparar o mesmo para inser¢io na cadeia leve.

Na segunda etapa, a cadeia leve completa era PCR ampliada
com um conjunto de iniciador contendo a sequéncia correspondendo ao ge-
ne de V., o clone de interesse originario do mesmo, pelo que, corrigindo
quaisquer mutagdes introduzidas por iniciagdo cruzada. O fragmento de
PCR foi digerido com Nhel/Notl e ligado no vetor contendo Vy preparado
acima. O produto de ligagdo foi ampliado em E.coli e o plasmideo foi purifi-
cado por métodos-padrao. Subsequentemente, a cadeia leve foi sequencia-
da para verificar a corregao.

No caso onde a regido constante capa de um clone selecionado
contém mutagdes introduzidas durante a ampliagao dos genes, ela & substi-
tuida por uma regido constante nao-mutada. Isto é realizado em uma PCR
de sobreposi¢cdo onde o gene de V|, nao-reparado (ampliado sem a regido
constante) foi fundido a uma regido constante com sequéncia correta (obtida
em uma PCR separada). A sequéncia integral € ampliada e clonada no vetor
contendo Vu, conforme descrito acima e a cadeia leve reparada é sequén-
ciada para verificar a corregao.

Tabela 4 - Programagdes de imunizagao empregadas para gerar
material de partida para clonagem anti-EGFR

Pro- Ce- | Injegao | Injegdao 2 | Injegdo 3 Injecdo 4 | Término
grama- pa
¢ao,
Grupo
de ca-
mun-
dongos
101 Balb/ | Dia 1 Dia 35 Dia 56 Dia 70 Dia 73
c 25 pg 25 ug rh- 25 ug 25 ug
rhEGFR | GH-EGFR | rhEGFR* rhEGFR*
(R&D (Sympho- | (Sympho- (Sympho-
systems gen) gen) gen)
1095-
. IFA s.c
ER) IFA s.c IFAs.c
CFA s.c.
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Pro- Ce- | Injecdo | Injecdo 2 | Injecdao 3 Injecao 4 | Término
grama- pa
céo,
Grupo
de ca-
mun-
dongos
108 Balb/ | Dia 1 Dia 28 Dia 42 Dia 56 Dia 59
c 1x107 25ug | 1x107 célu- 25 ug
células | rhEGFR* | las de HN5 | rhEGFR*,
de HNS | (Sympho- IFA i.p. (Sympho-
CFA ip. gen) IFA gen)
S-C. IFAs.c.
109 Balb/ Dia 1 Dia 28 Dia 42 Dia 56 Dia 59
c 1x107 25pug | 1x107 célu- | 25 pg
células rhEGFR* | las de HN5 | rhEGFR*
de HNS | (Sympho- IFA i.p. (Sympho-
CFAip. | 9eM gen) PBS
IFA s.c. V-
111 Balb/ Dia 1 Dia 28 Dia 42 Dia 56 Dia 59
© | 25pg | 25ug 25 ug 25 ug
rhEG- rhEGFR+ | rhEGFR+ rhEGFR+
FR* rhEGFR- | rhEGFRVII- | rhEGFRvII-
(Sym- vl I** (Sym- I** (Sym-
phogen) { (Sympho- phogen) phogen)
CFAsc. | 9eM IFA s.c. IFA s.c.
IFA s.c.
118 Balb/ Dia 1 Dia 29 Dia 44 Dia 58 Dia 61
© | 110" | 100pg | 1x107 célu- | 25 pg
células rhGH- las de HN5 | rhEGFR,
de HN5 EGFR IFA i.p. (Sigma
CFA ip. (Sympho- E3641)
gen) IFAs.c.
IFA s.c.
119 C57 Dia 1 Dia 29 Dia 44 Dia 58 Dia 61
B | 1x107 | 100pg | 1x107célu- | 25 ug
células rhGH- las HNS rhEGFR,
de HN5 EGFR IFA i.p. (Sigma
CFAip. (Sympho- E3641)
gen) IFA s.c.

IFA s.c.
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Tabela 5 - Conjunto de iniciador aninhado

Denomina- Conc Namero
¢ao do ini- ( M). Sequéncia da Se-
ciador n quéncia
mHCrev1- 0.2 GGACAGGGMTCCAKAGTTCCADKT 18
Conjunto hmJK
hmJK1-v2 0.2 GACAGATGGTGCAGCCACAGTTCGTTT- 19
hmJK2-v2 0.2 GACAGATGGTGCAGCCACAGTTCGTTT- 20
hmJK4-v2 0.2 GACAGATGGTGCAGCCACAGTTCGTTT- 21
hmJK5-v2 0.2 GACAGATGGTGCAGCCACAGTTCGTTT- 22

K=G/T, M=A/C,D=AGT; Conc. - concentracao final.
Tabela 6 - Conjunto de iniciador de recomposigdo de constante

capa
Nu-
.. Con
ln(;cla- c. Sequéncia mero
or se-
(nM) .
quén
Ampliacio da constante capa humana
hKC- 02 GAACTGTGGCTGCACCATCTGRTC 23
Capal' 0.2 ACCGCCTCCACCGGCGGCCGOCTTATTAA- 24
Recompnosicio nor sohrenosicia-extensio
mhK- 0.2 ACCGCCTCCACCGOGGCGGOCCOGCTTATITAACACTCT 25
m.JH
mJH1 02 GGAGGCGCTCGAGACGGTGACCGTGGTICCC 12
m.JH2 Q2 GGAGGCGCTCGAGACTGTGAGAGTGGTGCC 13
m.JH3 02 GGAGGCGCTCGAGACAGTGACCAGAGTCCCG 14
mJH4 02 GGAGGCGCTCGAGACGGTGACTGAGGTICC 15

Apéndice 1, Sequéncias de regiao constante de anticorpo

>Regido IGKC humana (Sequéncia niumero 26)

ttcatcticccgecatetgatgagcagttgaaatctggaactgectetgtigtgtgectgctgaataact

tctatcccagagaggccaaagtacagtggaaggtggataacgcecctccaatcgggtaactcccaggagag

tgtcacagagcaggacagcaaggacagcacctacagcctcagcagcaccctgacgctgagcaaagcagac

tacgagaaacacaaagtctacgcctgcgaagtcacccatcagggcectgagetcgeccgtcacaaagagct

tcaacaggggagagtgttaataagcggccgccggtggaggeggt
>Regiao IGKC humana (Sequéncia numero 27)
TVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNS
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QESVTEQDS
KDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC
Exon1 1..298

Intron 299..689

Exon2 690..734

Intron 735..852

Exon3 853..1182

Intron 1183..1279

Exon4 1280..1602

>Sequéncia gendmica de dominio constante de IGHG1 humana (Sequéncia
numero 28)
agtgcctccaccaagggcccatcggtcttccecectggeaccctectccaagagecaccictgggggecacag
cggccctgggcetgectggtcaaggactactticcccgaaccggtgacggtgtegtggaactcaggegecct
gaccagcggcgtgcacaccttcccggetgtcctacagtcctcaggactctactcecectcagcagegtggtg
accgtgccctccagcagcettgggcacccagacctacatctgcaacgtgaatcacaagcccagcaacacca
aggtggacaagagagttgotgagaggccagcacagggagggagggtgtctgctggaagccaggcetcageg
ctcctgectggacgcatcceggcetatgcagtcccagtccagggcagcaaggcaggecccegtcetgectett
cacccggaggcctctgccecgecccactcatgctcagggagagggtcttctggctttttccccaggctetg
ggcaggcacaggctaggtgcccctaacccaggcecctgcacacaaaggggcaggtgctgggcetcagacctg
ccaagagccatatccgggaggaccctgcccctgacctaageccacceccaaaggecaaactctccacteee
tcagctcggacacctictctectcccagattccagtaacteccaatcttetctctgcagageccaaatct
tgtgacaaaactcacacatgcccaccgtgeccaggtaagccagccecaggectcgecctccagcetcaaggce
gggacaggtgccctagagtagcctgcatccagggacaggccccagcecgggtgctgacacgtccaccteca
tetettectcagecacctgaacteetggggggaccgtcagtcticetcttccccccaaaacccaaggacac
cctcatgatctcccggaccectgaggtcacatgegtggtggtggacgtgageccacgaagaccctgaggtc
aagttcaactggtacgtggacggcgtggaggtgcataatgccaagacaaagccgegggaggagceagtaca
acagcacgtaccgtgtggtcagegtcctcaccgtectgcaccaggactggetgaatggcaaggagtacaa
gtgcaaggtctccaacaaagccctcccageccecatcgagaaaaccatctccaaageccaaaggtgggacce
cgtggggtgcgagggcecacatggacagaggecggcetcggeccaccetetgcectgagagtgaccegetgta
ccaacctctgtccctacagggcagccccgagaaccacaggtgtacaccetgeccccatcccgggaggaga
tgaccaagaaccaggtcagcctgacctgectggtcaaaggcttctatcccagegacatcgecgtggagtg

ggagagcaatgggcagccggagaacaactacaagaccacgcctcecegtgetggactccgacggctcectte
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ttcctctatagcaagctcacegtggacaagagcaggtggcagcaggggaacgtctictcatgetcegtga
tgcatgaggctctgcacaaccactacacgcagaagagcctcetcectgtcccecgggtaaatga
>IGHG1 (Sequéncia numero 29)
SASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSG
VHTFPAVLQSSGLYSLSSWT
VPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGP
SVFLFPPKPKDTLMISRTP
EVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLT
VLHQDWILNGKEYKCKVSNKA
LPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAV
EWESNGQPENNYKTTPPV
LDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
LISTAGEM DE SEQUéENCIAS P 160899
Listagem de Sequéncias

<110> Symphogen AS

Meijer, Per Johan

Kastrup, Jesper

Nielsen, Lars
<120> Método para Clonagem de Anticorpos Cognatos
<130> P112PC00
<160> 33
<170> Patentin verséo 3.4
<210> 1
<211> 20
<212> DNA
<213> artificial
<220>
<223> iniciador da PCR
<400> 1

gacsgatggg cccttggtgg 20

<210> 2
<211> 20
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<212> DNA

<213> artificial

<220>

<223> iniciador da PCR

<400> 2

gctgtaggtyg ctgtctttge 20
<210> 3

<211> 39

<212> DNA

<213> artificial

<220>

<223> iniciador da PCR

<400> 3

tattcccatg gogegecsag gtccarctge arcagyctg 39
<210> 4

<211> 37

<212> DNA

<213> artificial

<220>

<223> iniciador da PCR

<400> 4

tattcccatg gcgcgccgar gtgmagctkg tkgagtc 37
<210> 5

<211> 37

<212> DNA

<213> artificial

<220>

<223> iniciador da PCR

<400> 5

tattcccatyg gcgegecsag gtgcagetkm aggagtce 37
<210> 6

<211> 37
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<212> DNA

<213> artificial

<220>

<223> iniciador da PCR

<400> 6

tattcccatg gcgcgcccag gttactctga aagagtc 37
<210> 7

<211> 39

<212> DNA

<213> artificial

<220>

<223> iniciador da PCR

<400> 7

tattcccatg gcgcgecccag atccagttgg tgcagtctg 39
<210> 8

<211> 45

<212> DNA

<213> artificial

<220>

<223> iniciador da PCR

<400> 8

ggcgcgcecat gggaatagct agccgayatc cagatgachc arwct 45
<210> 9

<211> 44

<212> DNA

<213> artificial

<220>

<223> iniciador da PCR

<400> 9

ggcgcgccat gggaatagct agcecracatt gtgmtgachc agtce 44
<210> 10

<211> 46
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<212> DNA

<213> artificial

<220>

<223> iniciador da PCR

<400> 10

ggcgcgeccat gggaatagct agccsamatt gtkctsacce artctce 46
<210> 11

<211> 45

<212> DNA

<213> artificial

<220>

<223> iniciador da PCR

<400> 11

ggcgcgccat gggaatagct agccgatrtt gtgatgacbe arrct 45
<210> 12

<211> 30

<212> DNA

<213> artificial

<220>

<223> iniciador da PCT

<400> 12

ggaggcgctce gagacggtga ccgtggtccc 30
<210> 13

<211> 30

<212> DNA

<213> artificial

<220>

<223> iniciador da PCR

<400> 13

ggaggcgete gagactgtga gagtggtgcc 30
<210> 14

<211> 30
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<212> DNA

<213> artificial

<220>

<223> iniciador da PCR

<400> 14

ggaggcgctc gagacagtga ccagagtccc 30
<210> 15

<211> 30

<212> DNA

<213> artificial

<220>

<223> iniciador da PCT

<400> 15

ggaggcgctc gagacggtga ctgaggttcc 30
<210> 16

<211> 39

<212> DNA

<213> artificial

<220>

<223> iniciador da PCR

<400> 16

gatggtgcag ccacagttcg tttgatttcc agcttggtg 39
<210> 17

<211> 39

<212> DNA

<213> artificial

<220>

<223> iniciador da PCT

<400> 17

gatggtgcag ccacagttcg tttcagctcce agcttggtc
<210> 18

<211> 24

39
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<212> DNA

<213> artificial

<220>

<223> iniciador da PCT
<400> 18

ggacagggmt ccakagttcce adkt
<210> 19

<211> 43

<212> DNA

<213> artificial

<220>

<223> iniciador da PCR
<400> 19

gacagatggt gcagccacag ttcgtttgat ttccagcttg gtg
<210> 20

<211> 43

<212> DNA

<213> artificial

<220>

<223> iniciador da PCR
<400> 20

gacagatggt gcagccacag ttcgttttat ttccagettg gte
<210> 21

<211> 43

<212> DNA

<213> artificial

<220>

<223> iniciador da PCR
<400> 21

gacagatggt gcagccacag ttcgttttat ttccaacttt gtc
<210> 22

<211> 43

24

43

43

43
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<212> DNA

<213> artificial

<220>

<223> iniciador da PCR
<400> 22

gacagatggt gcagccacag ttegtttcag ctccagettg gtc
<210> 23

<211> 23

<212> DNA

<213> artificial

<220>

<223> iniciador da PCR
<400> 23

gaactgtggc tgcaccatct gtc
<210> 24

<211> 43

<212> DNA

<213> artificial

<220>

<223> iniciador da PCR
<400> 24

accgcctcca ccggcggccg cttattaaca ctctcecectg ttg
<210> 25

<211> 51

<212> DNA

<213> artificial

<220>

<223> iniciador da PCR
<400> 25

accgcctcca ccggeggecg cttattaaca ctctcccctg ttgaagetct t
<210> 26

<211> 324

43

23

43

51
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<212>
<213>
<220>
<223>
<400> 26
ttcatcttcc
ctgaataact
tcgggtaact
agcagcacce
gtcacccatc
taagcggccg
<210> 27
<211>
<212>
<213>
<400> 27

Thr Val Ala

1

Leu Lys Ser

Pro Arg Glu

35

Gly Asn Ser

50

Tyr Ser Leu

65

His Lys Val

Val Thr Lys

<210> 28

DNA
artificial

cgccatctga
tctatcccag
cccaggagag
tgacgctgag
agggcctgag

ccggtggagyg

106
PRT
Homo sapiens

Ala Pro

Gly Thr
20
Ala Lys

Gln Glu

Ser Ser

70

Tyr Ala
85
Ser Phe

100

<211> 1602

Ser

Ala

val

Ser

Thr

Cys

Asn

iniciador da PCR

tgagcagttg
agaggccaaa
tgtcacagag
caaagcagac
ctecgeecegte

cggt

Val Phe

Ser Val

Gln Trp
40
Val Thr
55

Thr

Leu

Glu Vval

Arg Gly

93

aaatctggaa
gtacagtgga
caggacagca
tacgagaaac

acaaagagct

Ile Phe Pro

10

Val Cys Leu

25
val

Lys Asp

Glu Gln Asp

Leu Ser Lys

75

Thr His Gln
90

Glu Cys

105

ctgcctectgt
aggtggataa
aggacagcac
acaaagtcta

tcaacagggg

Pro Ser Asp

Leu Asn Asn

30

Asn Ala Leu

45

Ser Lys Asp

60

Ala Asp Tyr

Gly Leu Ser

tgtgtgcctg
cgccctccaa
ctacagcctc
cgcctgecgaa

agagtgttaa

Glu Gln
15
Phe Tyr

Gln Ser

Ser Thr

Glu Lys
80
Pro

Ser

95

60

120

180

240

300

324
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<212>
<213>
<220>

DNA
artificial

<223> iniciador da PCR

<400> 28

agtgcctcecca
gggggcacayg
tcgtggaact
tcaggactct
acctacatct
gagaggccag
gacgcatccc
cacccggagg
ccaggctctg
aggtgctggg
cccaccccaa
tccagtaact
cccaccgtge
ccctagagta
tctcttecte
ccaaggacac
gccacgaaga
ccaagacaaa
ccgtcecctgcea
ccctecccage
gagggccaca
ccaacctctg
cgggaggaga
agcgacatcg
cctceccecgtge
agcaggtggc

cactacacgc

ccaagggccc
cggccectgygy
caggcgecct
actccctecag
gcaacgtgaa
cacagggagyg
ggctatgcag
cctctgeeeg
ggcaggcaca
ctcagacctg
aggccaaact
cccaatctte
ccaggtaagce
gcctgcecatcce
agcacctgaa
cctcatgate
ccctgaggtc
gccgcegggag
ccaggactgg
cccecatcgag
tggacagagg
tccctacagg
tgaccaagaa
ccgtggagtg
tggactccga
agcaggggaa

agaagagcct

atcggtcttc
ctgcctggtc
gaccagcggc
cagcgtggtg
tcacaagccec
gagggtgtct
tcceccagtceca
ccccactcat
ggctaggtge
ccaagagcca
ctccactccee
tctctgecaga
cagcccaggc
agggacaggc
ctcetggggyg
tcccggacce
aagttcaact
gagcagtaca
ctgaatggca
aaaaccatct
ccggcectcecgge
gcagccccga
ccaggtcagce
ggagagcaat
cggctectte
cgtcttctca

ctcecectgtece

94

cccctggcac
aaggactact
gtgcacacct
accgtgcceccet
agcaacacca
gctggaagcece
gggcagcaag
gctcagggag
ccctaaccca
tatccgggag
tcagctcgga
gcccaaatct
ctcgeccctcee
cccagccggg
gaccgtcagt
ctgaggtcac
ggtacgtgga
acagcacgta
aggagtacaa
ccaaagccaa
ccaccctctg
gaaccacagg
ctgacctgcecce
gggcagecegyg
ttcctctata
tgcteccgtga

ccgggtaaat

cctectceccaa
tccecgaacce
tceceggetgt
ccagcagctt
aggtggacaa
aggctcagcg
gcaggecceccg
agggtcttct
ggccctgcac
gaccctgcecec
caccttctct
tgtgacaaaa
agctcaaggc
tgctgacacg
cttcctcttce
atgcgtggtg
cggcgtggag
ccgtgtggtce
gtgcaaggtc
aggtgggacc
ccctgagagt
tgtacaccct
tggtcaaagg
agaacaacta
gcaagctcac
tgcatgaggc

ga

gagcacctct
ggtgacggtyg
cctacagtcce
gggcacccag
gagagttggt
ctcctgcecetg
tctgectett
ggctttttcc
acaaaggggc
ctgacctaag
cctecccagat
ctcacacatg
gggacaggtg
tccacctcca
cccccaaaac
gtggacgtga
gtgcataatg
agcgtcctca
tccaacaaag
cgtggggtge
gaccgctgta
gcccecatcece
cttctatccc
caagaccacg
cgtggacaag

tctgcacaac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1602
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<210> 29
<211>
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400>

Ser

1

Lys

Tyr

Ser

Ser

65

Thr

Lys

Cys

Pro

Cys

145

Trp

Glu

Leu

Asn

Ala

Ser

Phe

Gly

50

Leu

Tyr

Arg

Pro

Lys

130

vVal

Tyr

Glu

His

Lys

331

29

Ser

Thr

Pro

35

Val

Ser

Ile

Val

Ala

115

Pro

val

Val

Gln

Gln

195

Ala

Thr

Ser

20

Glu

His

Ser

Cys

Glu

100

Pro

Lys

val

Asp

Tyr

180

Asp

Leu

Lys

Gly

Pro

Thr

val

Asn

85

Pro

Glu

Asp

Asp

Gly

165

Asn

Trp

Pro

Gly

Gly

vVal

Phe

val

70

Val

Lys

Leu

Thr

val

150

vVal

Ser

Leu

Ala

Pro

Thr

Thr

Pro

55

Thr

Asn

Ser

Leu

Leu

135

Ser

Glu

Thr

Asn

Pro

Ser

Ala

val

40

Ala

val

His

Cys

Gly

120

Met

His

Val

Tyr

Gly

200

Ile

val

Ala

25

Ser

Val

Pro

Lys

Asp

105

Gly

Ile

Glu

His

Arg

185

Lys

Glu

95

Phe

10

Leu

Trp

Leu

Ser

Pro

90

Lys

Pro

Ser

Asp

Asn

170

Val

Glu

Lys

Pro

Gly

Asn

Gln

Ser

75

Ser

Thr

Ser

Arg

Pro

155

Ala

Val

Tyr

Thr

Leu

Cys

Ser

Ser

60

Ser

Asn

His

Val

Thr

140

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile

Ala

Leu

Gly

45

Ser

Leu

Thr

Thr

Phe

125

Pro

Val

Thr

Val

Cys

205

Ser

Pro

Val

30

Ala

Gly

Gly

Lys

Cys

110

Leu

Glu

Lys

Lys

Leu

190

Lys

Lys

Ser

15

Lys

Leu

Leu

Thr

Val

95

Pro

Phe

Val

Phe

Pro

175

Thr

Val

Ala

Ser

Asp

Thr

Tyr

Gln

80

Asp

Pro

Pro

Thr

Asn

160

Arg

val

Ser

Lys
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Glu

Asn

245

Ile

Thr

Lys

Cys

Leu

325

Pro

230

Gln

Ala

Thr

Leu

Ser

310

Ser

21%

Gln

Val

Val

Pro

Thr

Val

Leu

iniciador da PCR

val

Ser

Glu

Pro

280

vVal

Met

Ser

TyT

Leu

Trp

265

Val

Asp

His

Pro

96

Thr

Thr

250

Glu

Leu

Lys

Glu

Gly

330

Leu

235

Cys

Ser

Asp

Ser

Ala

315

Lys

gatggtgcag ccacagttcg ttttatttcc agcttggtce

iniciador da PCR

210
Gly Gln Pro Arg
225
Glu Met Thr Lys
Tyr Pro Ser Asp
260
Asn Asn Tyr Lys
275
Phe Leu Tyr Ser
290
Asn Val Phe Ser
305
Thr Gln Lys Ser
<210> 30
<211> 39
<212> DNA
<213> attificial
<220>
<223>
<400> 30
<210> 31
<211> 39
<212> DNA
<213> artificial
<220>
<223>
<400> 31

gatggtgcag ccacagttcg ttttatttcce aactttgte

<210> 32

220

Pro

Leu

Asn

Ser

Arg

300

Leu

Pro

Val

Gly

Asp

285

Trp

His

Ser

Lys

Gln

270

Gly

Gln

Asn

Arg

Gly

255

Pro

Ser

Gln

His

Glu

240

Phe

Glu

Phe

Gly

Tyr

320

39

39
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<211> 8

<212> DNA

<213> artificial

<220>

<223> Sequéncia de Referéncia
<400> 32

agtcagtc

<210> 33

<211> 11

<212> DNA

<213> artificial

<220>

<223> Sequencia de referéncia
<400> 33

taatcaatcg g

97

11
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REIVINDICAGCOES

1. Método de produgdo de uma biblioteca de pares cognatos
compreendendo sequéncias ligadas de codificagdo de regiao variavel, dito
método compreendendo:

a)provisdo de uma fragao celular compreendendo linfocito de um
doador;

b)obtengdo de uma populagado de células simples isoladas, com-
preendendo distribuicdo de células da dita fragao celular individualmente em
varios recipientes, em que pelo menos uma subpopulagdo das células ex-
pressa antigenos CD43 e CD138 ou antigenos MHCII e B220; e

c)ampliagcao e realizagao da ligagao das sequéncias de codifica-
¢ao de regiao variavel contidas na dita populagao das células simples isola-
das por ampliagédo, em um procedimento de ampliagao molecular multiplexo,
sequéncias de nucleotideo de interesse empregando um gabarito derivado
de uma célula simples isolada ou uma populagdo de células isogénicas; e
efetuando ligagcao das sequéncias de nucleotideo de interesse ampliadas.

2. Método de acordo com a reivindicagao 1, em que a célula sim-
ples isolada, individual na populacao das células simples & expandida para
uma populacao de células isogénicas, antes da realizagdo da ampliagéo e
ligacao (etapa c)).

3. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagbes pre-
cedentes, em que a fragao celular contendo linfécito compreende esplendci-
tos, sangue integral, medula dssea, células mononucleares ou leucoécitos.

4. Método de acordo com a reivindicagdo 1, em que a fragao ce-
lular contendo linfécito compreende esplendcitos ou medula ossea, preferi-
velmente esplendcitos.

5. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagbes pre-
cedentes, em que a fragdo celular contendo linfécito ou linhagem de linfocito
B é enriquecida para as células plasmaticas ou plasma blastos.

6. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagées pre-
cedentes, em que as sequéncias de nucleotideo de interesse compreendem

regido variavel codificando sequéncias de imunoglobulina e a ligagéo gera
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um par cognato de uma sequéncia de codificacao de regido variavel de ca-
deia leve associada a sequéncia de codificacéo de regido variavel de cadeia
pesada.

7. Método de ligagao aleatoria de varias sequéncias de nucleoti-
deo de interesse descontinuas, dito método compreendendo:

a) ampliagdo, em um procedimento de ampliagido molecular mul-
tiplexo, de sequéncias de nucleotideo de interesse empregando um gabarito
derivado de uma populagéo de células geneticamente diversas;

b) em que as células geneticamente diversas sé&o derivadas de
uma fragao celular compreendendo linfécito de um doador;

c) em que pelo menos uma subpopulagdo das células expressa
antigenos CD43 e CD138 ou antigenos MHCIl e B220; e

d) efetuando a ligagao das sequéncias de nucleotideo de interes-
se ampliadas na etapa a).

8. Método de acordo com a reivindicagao 7, em que a dita popu-
lagdo de células é lisada.

9. Método de acordo com a reivindicagdo 7 ou 8, em que as ditas
sequéncias de nucleotideo de interesse compreendem sequéncias de codifi-
cagédo de regido variavel e a ligagdo gera uma biblioteca combinatéria de
pares de sequéncias de codificacdo de regiao variavel.

10. Método de acordo com a reivindicagdo 9, em que as ditas se-
quéncias de nucleotideo de interesse compreendem regidao variavel codifi-
cando sequéncias de imunoglobulina e a ligagéo gera uma biblioteca combi-
natoria de pares de regidao variavel de cadeia leve e sequéncias de codifica-
¢ao de regiao variavel de cadeia pesada.

11. Método de acordo com qualquer reivindicagdo precedente,
compreendendo, adicionalmente, avaliagdao antes da ampliagdo molecular
multiplexa se a populagao de células compreendendo linfocito consiste em
células expressa antigenos CD43 e CD138 ou antigenos MHCIl e B220, pre-
ferivelmente CD43 e CD138.

12. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes pre-

cedentes, compreendendo, adicionalmente, enriquecimento da dita fragao
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celular compreendendo linfocito para uma populagéo de linfocito expressan-
do antigenos CD43 e CD138 ou MHCII e B220 antes da ampliagido molecu-
lar multiplexa.

13. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagoes pre-
cedentes, compreendendo, adicionalmente, isolamento da dita populagao de
células compreendendo linfocito expressando antigenos CD43 e CD138 ou
antigenos MHCII e B220 antes da ampliagdo molecular multiplexa.

14. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes pre-
cedentes, em que as células isoladas ou subpopulacao de células se consti-
tui em CD138 alto/CD43 alto ou CD138 intermediario/CD43 alto em relagao
a fragdo celular compreendendo linfécito.

15. Método de acordo com a reivindicagcdo 14, em que as células
isoladas ou subpopulagao de células se constitui em CD138 alto/CD43 alto
em relagao a fragao celular compreendendo linfocito.

16. Método de acordo com qualquer uma das reivindica¢cdes pre-
cedentes, em que o enriquecimento ou isolamento compreende um proce-
dimento de classificagdo automatizado.

17. Meéetodo de acordo com a reivindicagcdo 16, em que O proce-
dimento de classificacdo automatizado € MACS ou FACS.

18. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagoes pre-
cedentes, em que as células s&o derivadas de um mamifero.

19. Método de acordo com a reivindicagédo 18, em que o mamife-
ro € nao-humano.

20. Método de acordo com a reivindicagédo 19, em que o mamife-
ro ndo-humano é transgénico e expressa imunoglobulinas humanas.

21. Método de acordo com a reivindicagdo 18, em que o doador &
um roedor.

22. Método de acordo com a reivindicagéo 21, em que o doador &
um camundongo.

23. Método de acordo com a reivindicacdo 18, em que o doador &
um primata.

24. Método de acordo com a reivindicacdo 18, em que o doador &
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um coelho.

25. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagbes pre-
cedentes, em que o dito procedimento de ampliagdo molecular multiplexo é
uma ampliacao de RT-PCR multiplexa.

26. Método de acordo com a reivindicagédo 25, em que a dita am-
pliacdo de RT-PCR mulitiplexa € um processo de duas etapas compreen-
dendo uma etapa separada de transcrigao reversa (RT) antes da ampliagéo
da PCR multiplexa.

27. Metodo de acordo com a reivindicagao 25, em que a dita am-
pliacdo de RT-PCR muitiplexa é realizada em uma etapa unica compreen-
dendo, inicialmente, adicdo de todos os componentes necessarios para rea-
lizar ambas a transcricdo reversa (RT) e ampliagdo da PCR multiplexa em
um recipiente simples.

28. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes pre-
cedentes, em que a dita ligagdo das sequéncias de nucleotideo de interesse
€ realizada no mesmo recipiente como a ampliagao molecular multiplexa.

29. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 25 a
28, em que a dita ligagao das sequéncias de nucleotideo de interesse € efe-
tuada em associacdo com a ampliagao da PCR multiplexa, utilizando a mis-
tura de iniciador de sobreposi¢ao-extensao multiplexa.

30. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes pre-
cedentes, em que a dita ligagdo das sequéncias de nucleotideo de interesse
é efetuada por unizo.

31. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes pre-
cedentes, em que é realizada uma ampliagdo molecular adicional utilizando
uma mistura de iniciador adaptada para ampliagdo das sequéncias de acido
nucleico de interesse ligadas.

32. Método de acordo com a reivindicagao 29, em que a mistura
de iniciador de sobreposigdo-extensao multiplexa compreende conjunto de
iniciador, em que pelo menos um elemento do conjunto de iniciador de cada
conjunto de iniciador compreende uma cauda de sobreposicao-extensao
capaz de hibridizar com relacéo a cauda de sobreposicao-extensdo de um
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elemento do conjunto de iniciador de um segundo conjunto de iniciador.

33. Método de acordo com a reivindicagdo 29 ou 32, em que a
mistura de iniciador de sobreposi¢ao-extensdo multiplexa compreende:

a) pelo menos um iniciador mKappar1 ou hmJK complementar ao
filamento de sentido de uma sequéncia de codificagdo de regido de cadeia
leve de imunoglobulina;

b) pelo menos um iniciador mVK complementar ao filamento de
antissenso de uma sequéncia de codificagdo de regido variavel de cadeia
leve de imunoglobulina ou sequéncia lider de regido variavel de cadeia leve
e capaz de formar um conjunto de iniciador com o(s) iniciador(es) na etapa
a);

c) pelo menos um iniciador mCHrev1l, mHCrev1-ext, ou mJH
complementar ao filamento de sentido de uma sequéncia de codificagéo de
dominio de cadeia pesada de imunoglobulina; e

d) pelo menos um iniciador mVH complementar ao fita de antis-
senso de uma sequéncia de codificagao de regido variavel de cadeia pesada
de imunoglobulina ou sequéncia lider de regido variavel de cadeia pesada, e
capaz de formar um conjunto de iniciador com o(s) iniciador(es) na etapa c).

34. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagbes pre-
cedentes, compreendendo, adicionalmente, inser¢céo das sequéncias de nu-
cleotideo ligadas ou uma biblioteca de pares cognatos em um vetor.

35. Método de acordo com a reivindicagao 34, em que o dito ve-
tor € selecionado dentre vetores de clonagem, vetores de transporte bidire-
cional, vetores de exibicao ou vetores de expressao.

36. Método de acordo com a reivindicagdo 34 ou 35, em que as
sequéncias de nucleotideo ligadas ou os elementos individuais da biblioteca
de pares cognatos compreendem uma sequéncia de codificagdo de regido
variavel de cadeia pesada de imunoglobulina associada a uma sequéncia de
codificacéo de regiao variavel de cadeia leve e ditas sequéncias s&o inseri-
das na estrutura em um vetor ja contendo sequéncias codificando um ou
mais dominios constantes de imunoglobulina ou fragmentos dos mesmos.

37. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 34 a
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36, compreendendo, adicionalmente, criagdo de uma sub-biblioteca por se-
lecdo de um subconjunto de pares cognatos de sequéncias ligadas de regiao
variavel que codificam proteinas de ligagdo com especificidade-alvo deseja-
da, gerando uma biblioteca de pares cognatos especificos alvo de sequén-
cias de codificagdo de regiao variavel.

38. Método de acordo com reivindicagdo 36 a 37, compreenden-
do, adicionalmente, transferéncia do dito par cognato ou biblioteca de pares
cognatos especificos alvo de sequéncias de codificagdo de regidao variavel
para um vetor de expressdo de mamifero.

39. Método de acordo com a reivindicagao 38, em que o vetor de
expressao de mamifero codifica um ou mais dominios de regiao constante
selecionados das classes de imunoglobulina humana IgA1, IgA2, IgD, IgE,
19G1, 1IgG2, 1gG3, 1gG4, IgM, cadeia leve capa ou cadeia leve lambda.

40. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagées 34 a
39, compreendendo, adicionaimente, as etapas:

a) introdugéo de um vetor codificando um segmento de sequén-
cias de nucleotideo ligadas em uma célula hospedeira;

b) cultivo das ditas células hospedeiras sob condigées adaptadas
para expressao,; e

c) obtenc¢ao do produto da proteina expresso do vetor inserido na
dita célula hospedeira.

41. Método de acordo com a reivindicagdo 40, em que dito produ-
to de proteina € um anticorpo compreendendo um par cognato de uma regi-
ao variavel de cadeia leve associada com a regido variavel de cadeia pesa-
da.

42. Placa de multiplos pogos compreendendo na maioria dos po-
GOs,

- uma célula derivada de uma fragao celular compreendendo lin-
focito, dita célula expressando antigenos CD43 e CD138 ou antigenos MH-
Cll e B220, e

- tampbes e reagentes necessarios para realizar transcrigéo re-

versa do RNAm e para ampliagdo das regides de codificacdo variavel de
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cadeia pesada e leve.

43. Método para geragéo de um vetor codificando um anticorpo
quimérico com regides constantes humanas e regibes variaveis néao-
humanas, dito método compreendendo:

a) provisdo de uma fragao celular compreendendo linfocito de um
animal diferente do ser humano;

b) obtencdo de uma populagédo de células simples isoladas, com-
preendendo distribuicdo das células da dita fragdo celular individualmente
em Varios recipientes;

c) ampliagdo e realizagdo da ligagdo da regido variavel codifican-
do acidos nucleicos contidos na dita populagédo de células simples isoladas
por ampliagéo, em um procedimento de ampliagdo molecular multiplexo, di-
tos acidos nucleicos empregando um gabarito derivado de uma célula sim-
ples isolada ou uma populagdo de células isogénicas; e efetuando ligacao
dos acidos nucleicos ampliados codificando regides variaveis de cadeias
pesadas e leves;

d) efetuando a ligagdo das regides variaveis ampliadas as regi-
des constantes humanas; e

e) insergdo do acido nucleico obtido em um vetor.

44. Método de acordo com a reivindicagdo 43, em que o dito pro-
cedimento de ampliagao molecular multiplexo € uma ampliagdo de RT-PCR
multiplexa.

45. Método de acordo com a reivindicagdo 44, em que a dita am-
pliacao de RT-PCR multiplexa € um processo de duas etapas compreen-
dendo uma etapa separada de transcricido reversa (RT) antes da ampliagéo
da PCR multiplexa.

46. Método de acordo com a reivindicagao 44, em que a dita am-
pliacao de RT-PCR multiplexa é realizada em uma etapa unica compreen-
dendo inicialmente adigéo de todos 0os componentes necessarios para reali-
zar ambas a transcrigdo reversa (RT) e ampliagao da PCR multiplexa em um
recipiente simples.

47. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes pre-
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cedentes 43 a 46, em que a dita ligacdo das sequéncias de nucleotideo de
interesse é realizada no mesmo recipiente como a ampliagdo molecular mul-
tiplexa.

48. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagcoes 44 a
47, em que a dita ligagao das sequéncias de nucleotideo de interesse € efe-
tuada em associagio a ampliagdo da PCR multiplexa, utilizando a mistura de
iniciador de sobreposicado-extensdo multiplexa.

49. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes pre-
cedentes 43 a 48, em que a dita ligagao das sequéncias de nucleotideo de
interesse é efetuada por unido.

50. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes pre-
cedentes 43 a 49, em que € realizada uma ampliagdo molecular adicional,
utilizando uma mistura de iniciador adaptada para ampliagcdo das sequéncias
de acido nucleico de interesse ligadas.

51. Método de acordo com a reivindicagdo 48, em que a mistura
de iniciador de sobreposicao-extensdo muiltiplexa compreende conjunto de
iniciador, em que pelo menos um elemento do conjunto de iniciador de cada
conjunto de iniciador compreende uma cauda de sobreposicio-extensao
capaz de hibridizar com relagéo a cauda de sobreposigdo-extensdo de um
elemento do conjunto de iniciador de um segundo conjunto de iniciador.

52. Método de acordo com a reivindicagdo 48 ou 51, em que a
mistura de iniciador de sobreposigao-extensao multiplexa compreende:

a) pelo menos um iniciador mKappar1 ou hmJK complementar a
fita de senso de uma sequéncia de codificagdao de regido de cadeia leve de
imunoglobulina;

b) pelo menos um iniciador mVK complementar a fita de antis-
senso de uma sequéncia de codificacdo de regido variavel de cadeia leve de
imunoglobulina ou sequéncia lider de regido variavel de cadeia leve e capaz
de formar um conjunto de iniciador com o(s) iniciador(es) na etapa a);

c) pelo menos um iniciador mCHrevi, mHCrevi-ext, ou mJH
complementar a fita de senso de uma sequéncia de codificagdo de dominio

de cadeia pesada de imunoglobulina; e
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d) pelo menos um iniciador mVH complementar a fita de antis-
senso de uma sequéncia de codificagdo de regido variavel de cadeia pesada
de imunoglobulina ou sequéncia lider de regiao variavel de cadeia pesada e
capaz de formar um conjunto de iniciador com o(s) iniciador(es) na etapa c).

53. Método de acordo com a reivindicagéo 44, em que o produto
da PCR é inserido em um vetor de expressao.

54. Método de acordo com a reivindicagao 53, em que um casse-
te de promotor duplo & inserido na construgdo de expressao, o cassete pro-
motor duplo sendo capaz de direcionar a expressao simultanea de cadeias
pesadas e leves, preferivelmente em que o cassete promotor duplo for bidi-
recional.

55. Método de acordo com a reivindicagdo 54, em que o cassete
promotor duplo inclui adicionalmente uma sequéncia de acido nucleico codi-
ficando peptideos de sinal duplo.

56. Método de acordo com a reivindicagdo 53, em que a estrutura
do vetor de expressdo compreende uma sequéncia de codificagdo de cadeia
leve constante humana ou seu fragmento e/ou uma sequéncia de codifica-
¢ao de cadeia pesada constante humana ou seu fragmento.

57. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 43 a
56, compreendendo uma etapa de ampliagdo adicional, em que um polinu-
cleotideo codificando uma cadeia leve constante humana ou seu fragmento
com uma sobreposi¢cao capaz de provisdo de ligagdo a cadeia leve variavel
€ adicionado a mistura da PCR em conjunto com um conjunto de iniciador
capaz de ampliagdao de uma construgdo compreendendo em ordem: uma
cadeia VH de murino, um ligador, uma cadeia VL de murino e uma cadeia
leve constante humana.

58. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 43 a
56, compreendendo uma etapa de ampliagdo adicional, em que um polinu-
cleotideo codificando cadeia pesada constante humana ou seu fragmento
com uma sobreposicéo capaz de provisao de ligagdo a cadeia pesada varia-
vel, é adicionado & mistura da PCR em conjunto com um conjunto de inicia-

dor capaz de ampliagdo de uma construgdo compreendendo em ordem: a
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cadeia pesada constante humana, uma cadeia VH de murino, um ligador e
uma cadeia VL de murino.

59. Biblioteca de vetores codificando anticorpos quiméricos, cada
elemento de anticorpo consistindo em sequéncias de codificagao de regiao
variavel de imunoglobulina ndo-humana e regiées constantes de cadeia pe-
sada e leve de imunoglobulina humana.

60. Biblioteca de acordo com a reivindicagao 59, em que os ditos
vetores sao obtidos pelo método como definido nas reivindicagées 1 a 41 ou
método como definido nas reivindicagGes 43 a 58.

61. Biblioteca de acordo com a reivindicagao 59, em que a regiao
constante de cadeia leve € uma regido constante capa.

62. Biblioteca de acordo com a reivindicagdo 59, em que as se-
quéncias diferentes das humanas sdo de roedor, preferivelmente de murino.

63. Biblioteca de acordo com a reivindicagao 59, em que as se-
quéncias diferentes das humanas séao sequéncias de coelho.

64. Biblioteca de acordo com a reivindicagao 59, em que os veto-
res sao vetores de expressao.

65. Biblioteca de acordo com a reivindicacéo 59, em que as regi-
6es variaveis sao pares cognatos.

66. Biblioteca de acordo com a reivindicagido 59, em que a regiao
constante de imunoglobulina humana €& selecionada dentre as classes de
imunogiobulina humana IgA1, IgA2, IgD, IgE, 1gG1, 1gG2, 1gG3, 1gG4 ou IgM.

67. Biblioteca de acordo com a reivindicagdao 66, em que a regiao
constante é selecionada dentre IgG1 e IgG2.

68. Sub-biblioteca que codifica anticorpos exibindo especificida-
des de liga¢ao desejadas direcionadas contra um alvo especifico, seleciona-
da de uma biblioteca como definida em uma das reivindicagdes 59 a 67.
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RESUMO
Patente de Invengdo: "METODO PARA CLONAGEM DE ANTICORPOS
COGNATOS".

A presente invengao refere-se a um procedimento para ligagéo
de pares cognatos de sequéncias de codificacdo de V4 e V. de uma popula-
¢ao de células enriquecidas especificamente nos marcadores de antigeno de
superficie. O procedimento de ligagdo envolve um procedimento de amplia-
¢do molecular multiplexa capaz de ligar sequéncias de nucleotideo de inte-
resse, em conexao com a ampliacao, especificamente reagao em cadeia da
polimerase (PCR multiplexa). O método & especificamente vantajoso para a
geracgao de bibliotecas de pares cognatos, bem como bibliotecas combinaté6-
rias de sequéncias de codificagdo de regidao variavel de imunoglobulinas. A
invengcao também refere-se aos métodos para geragao de anticorpos huma-
nos/nao-humanos quiméricos e bibliotecas de expressdo geradas por tais
métodos.
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