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DESCRIPCION

Produccién y utilizacién de bancos de genes de anticuerpos humanos (“bibliotecas de anticuerpos humanos”).

El invento se refiere a la produccién y la utilizacién de bancos de genes de anticuerpos (AK) humanos. Partiendo
de una mezcla de linfocitos B humanos, su ARNm (4cido ribonucleico mensajero) se traduce en un ADNc (dcido
desoxirribo-nucleico complementario) mediando utilizacién de cebadores oligo-DT. A continuacion, tiene lugar una
amplificacion del ADNCc especifico para AK mediante una reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, de Polymerase
Chain Reaction) mediando empleo de apropiadas secuencias de cebadores oligonucledtidos. Mediante expresion de
este ADNc amplificado, especifico para AK, en un vector bacteriano de expresion, p.ej. el vector pFMT descrito
seguidamente, en el seno de E. coli, estd a disposicidn por consiguiente una biblioteca de anticuerpos humanos con un
repertorio amplio para el escrutinio (de “screening”) in vitro con antigenos seleccionados.

Se estima que el sistema inmunitario de un ser humano o de un animal mamifero posee entre 10° y 10® diferentes
anticuerpos. Este nimero de anticuerpos es suficiente como para provocar una reaccién inmunitaria del cuerpo, tanto
contra la totalidad de los antigenos presentes en la naturaleza, como también contra antigenos artificiales. Si ademas
se toma en consideracion el hecho de que, con frecuencia, varios anticuerpos reaccionan con el mismo antigeno, el
repertorio de anticuerpos realmente diferentes ha de establecerse mds bien en el intervalo de 10° a 10,

Hasta ahora, se obtenfan anticuerpos especificos siempre partiendo de una inmunizacién con el respectivo antigeno,
por ejemplo de una inyeccidn del antigeno en el organismo o una incubacién de células de bazo (esplenocitos) in vitro
con este antigeno. En el caso de anticuerpos policlonales, se pueden aislar a continuacién las inmunoglobulinas a partir
del suero, y se pueden obtener a partir de ellas los anticuerpos especificos, p.ej. por procedimientos de absorcion. Los
anticuerpos monoclonales se aislan a partir de los materiales sobrenadantes celulares o a partir del material lisado
de células de tumor de bazo (células de hibridoma) clonadas, que estdn fusionadas con linfocitos B individuales. Los
procedimientos antes expuestos no son apropiados en particular para la produccion de anticuerpos humanos especificos
o de anticuerpos monoclonales humanos.

El presente invento se establecid, por lo tanto, la misién de desarrollar un método realizable de un modo general
para la produccién de anticuerpos monoclonales humanos especificos (huMAK’s) o de partes de anticuerpos, que
contienen el sitio de fijacién a antigenos.

Se encontr6 que los huMAK’s buscados, o sus partes, que contienen el dominio variable que se fija a un antigeno,
se pueden aislar a partir de bancos de genes de inmunoglobulinas humanas. En primer término, partiendo una mezcla
de linfocitos B humanos no activados, se aisl6 el ARNm de éstos y, con ayuda de cebadores oligo-dT, se tradujo en un
ADNCc. Una amplificacién especifica de la poblacién de los ADNc’s de anticuerpos dentro de la agrupacién obtenida
de ADNCc’s, se consiguié mediante la utilizacién de la PCR. Para esto, se utilizaron determinados “cebadores” oligo-
nucledtidos, que son homoélogos con respecto a secuencias conservadas en ambos extremos del ADNc de anticuerpos
(véanse mas adelante y los Ejemplos). La concepcion de los cebadores para la reaccion hacia atrés, con el fin de rea-
lizar la sintesis de la cadena no codificadora del ADN de la cadena pesada, se basa en secuencias de IgM (subclase
III, puesto que ésta abarca la mayor parte de las secuencias de IgM). Las moléculas de IgM estdn representadas en
linfocitos B no activados con mayor frecuencia que todas las otras clases de inmunoglobulinas. Por el contrario, las
secuencias de IgG predominan en linfocitos B activados, cuyo repertorio de diferentes anticuerpos es muchisimo més
pequeiio. En el caso de una biblioteca de IgG podria existir ademds de ello el peligro de que una IgG o unas pocas
IgG’s, expresadas de manera especialmente intensa, dominasen en la biblioteca.

Hasta 30 rondas de amplificacion se llevaron a cabo de una manera conveniente. Los cebadores (“primer”) oligo-
nucledtidos contienen apropiados sitios de restriccion, con el fin de insertar el ADN amplificado, p.ej. en el pldsmido
de expresion de anticuerpos pFMT (véase mds adelante). Este pldsmido de expresidon hace posible la expresion de
un ADNCc de anticuerpo y la subsiguiente segregacioén de los productos de expresion en bacterias (E. coli). El ope-
rén de anticuerpo del plasmido contiene las secuencias de la parte variable tanto de la cadena pesada como también
de la cadena ligera de un anticuerpo. Secuencias de guia (“leader”) apropiadas, procedentes del extremo terminal de
amino de una proteina bacteriana, hacen posible la segregacion de las partes de anticuerpos. Las secuencias de guia
son separadas al realizar la secrecién de una enzima bacteriana. Durante la secrecién de los productos del ADNc de
anticuerpo, se asocian las cadenas ligera y pesada del anticuerpo (con o sin un dominio constante colindante). De este
modo se forma un anticuerpo o un fragmento de anticuerpo, que contiene un sitio funcional de fijacién a un antigeno.
Estructuras artificiales (construcciones) similares para anticuerpos individuales han sido descritas también por otros
autores (Better y colaboradores (1988), Science 240, 1041, y Skerras & Pliickthun (1988), Science 240, 1038).

La amplificacién de ADN’s, que codifican las partes variables de anticuerpos, se describié ciertamente por otros
autores (Orlandi y colaboradores (1989), Proc. Natl. Acad. Sci. 86, 3833; Sastry y colaboradores, (1989) Proc. Natl.
Acad. Sci. 86, 5728; Ward y colaboradores (1989), Nature 341, 544); Huse y colaboradores (1989), Science 246,
275). En este caso, sin embargo, el ARNm procedente de células de hibridoma o de linfocitos de bazo, que entre
otras cosas codifica también anticuerpos, se aisl6 después del tratamiento con un antigeno determinado. Por lo tanto,
allf se emplearon también secuencias de cebadores, que se basan solamente en secuencias de IgG. Esto naturalmente
presenta ventajas alli donde se busca el mayor nimero que sea posible de clones de ADN de anticuerpos, que proceden
de linfocitos activados. Con cebadores procedentes de secuencias de IgG, son muchisimo mayores las posibilidades
de encontrar clones que contengan los ADN que codifiquen anticuerpos contra el antigeno inyectado. Hay que afiadir
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a esto el hecho de que en los precedentes trabajos se sintetizaron ADN de anticuerpos murinos, y por lo tanto, por
consiguiente, no humanos, y adicionalmente se amplificaba mediando exclusién de zonas de la cadena lambda.

En el presente invento pasan a emplearse por el contrario secuencias de cebadores, que son homélogas con respecto
a secuencias existentes en los dominios constantes de ADNc de IgM. Asi, el invento se puede realizar de un modo
6Optimo, es decir que se puede poner a disposicion una multiplicidad muy grande de anticuerpos, a saber el repertorio
total de anticuerpos, en forma de una biblioteca. La expresion, preferiblemente, en E. coli proporciona entonces la
buscada biblioteca de anticuerpos humanos, en la que los anticuerpos humanos, o las partes de tales anticuerpos, que
se buscaban, se encuentran por escrutinio de clones bacterianos con el antigeno elegido.

En la Tabla 1 se recopilan apropiados cebadores oligonucledtidos para la amplificacion. Las posiciones de los
cebadores antes mencionados en las cadenas y, kappa y lambda se representan esquematicamente en la Tabla 2. Las
construcciones bioldgicas moleculares en particular, y entre ellas también el vector de expresion, es decir el plasmido
de expresion de anticuerpos, pFMT, se describen en los siguientes Ejemplos.

El invento se refiere, como consecuencia de ello, a bibliotecas de anticuerpos humanos, que se producen por medio
de una transcripciéon del ARNm procedente de linfocitos B humanos (periféricos) no activados, mediante cebadores
oligo-dT, de una subsiguiente amplificacién por una PCR mediando utilizacién de cebadores que contienen secuencias
que son homdlogas con respecto a zonas conservadas de un ADNc de IgM, y de una subsiguiente incorporacién
en apropiados pldsmidos de expresién con el fin de realizar la expresiéon en microorganismos, de modo preferido
en el vector de expresiéon pFMT para la expresion en E. coli. En una forma preferida de realizacién, se incorpora
adicionalmente una secuencia, que codifica un péptido marcador, p.ej. una secuencia “TAG”, de forma tal que se
pueden detectar de una manera sencilla los productos de expresion con anticuerpos monoclonales establecidos contra
el péptido marcador (Wehland y colaboradores, (1984), EMBO J. 3, 1295).

Ademds, el invento comprende la utilizacién de las precedentes bibliotecas de anticuerpos humanos para el ais-
lamiento de anticuerpos humanos, o partes de tales anticuerpos, que se buscan, con un sitio funcional de fijacién a
antigenos, por escrutinio con antigenos seleccionados, asi como procedimientos para el aislamiento de los menciona-
dos anticuerpos humanos o sus partes que se fijan a antigenos, y también procedimientos para la produccién de las
mencionadas bibliotecas de anticuerpos humanos.

El invento comprende ademds vectores de expresion con las propiedades del pldsmido de expresion de anticuerpos
pFMT.

Los siguientes Ejemplos ejecutan el invento de manera adicional, pero sin limitarlo. Finalmente, el invento esta
contenido en las reivindicaciones de esta patente.

Ejemplos
Ejemplo 1
Produccion de un vector de expresion de anticuerpos

El plasmido pKK233-2 (Amann y Brosius, (1985) Gene 40, 183, y Straus y Gilbert, (1985) Proc. Natl. Acad. Sci.
82, 2014) se escogié como vector de base para la constitucion del vector de expresion de anticuerpos (Figura 1).

Antes de la incorporacién del operén de anticuerpo, el pldsmido se cortdé con Sall y BamHI, los extremos se
rellenaron con la polimerasa de Klenow y se ligaron. De este modo, se eliminaron estos sitios de restricciéon y el ADN
situado entre medias. Ademds, el pldsmido se disocié con HindlIIl, los extremos se rellenaron con la polimerasa de
Klenow y se ligaron con engarzadores de BamHI. Mediante esta operacién se eliminé el sitio de restriccion con HindIII
y se insert6 un sitio para BamHI. En este plasmido modificado se inserté el ADN de anticuerpo. Una via esquematica
de construccion de anticuerpo, que codifica un ARNm de anticuerpo bicistronico, se muestra en la Tabla 3. Con el fin
de hacer posible la segregacion del anticuerpo, se utilizé la secuencia de guia de la enzima bacteriana pectato liasa. La
secuencia de guia de esta enzima ya se ha utilizado para la expresion y la segregacion de un anticuerpo quimérico de
ratén y de ser humano (fragmento Fab, Better y colaboradores, véase mds arriba) asi como de la parte variable de un
anticuerpo “humanizado” (Ward y colaboradores, véase mds arriba, Huse y colaboradores, véase mds arriba). E1l ADN
para la primera secuencia de guia (P, delante de la cadena pesada) y la secuencia para un segundo sitio de fijacién a
ribosomas (RBS) y una segunda secuencia de guia (P, delante de la cadena pesada) se sintetizaron a partir de varios
oligonucleétidos (Tabla 4).

Los ADNCc’s de anticuerpos, que codifican regiones variables de las cadenas pesadas y ligeras de un anticuerpo
humano (HuVhlys o bien HuV1lys; Riechmann y colaboradores, (1988) J. Mol. Biol. 203, 825), se obtuvieron del
Dr. G. Winter (Cambridge, Reino Unido). Los sitios de restricciéon con HindIII (HuVhlys) y con EcoRV (HuVllys)
se introdujeron, con el fin de hacer posible la insercién del ADNc de anticuerpo en el vector de expresion. Otros
sitios de restriccion para Banll (HuVhlys) y para BstEII o bien Kpnl (HuVllys) se introdujeron con el fin de cambiar
“en bloque” zonas hipervariables. Junto al extremo de la secuencia de ADNc de HuVhlys se incorporé una sefial de
detencion (Stop). Se eliminé un sitio para Banll en la cadena ligera. Estas modificaciones se llevaron a cabo mediante
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una mutagénesis dirigida a un sitio (“‘site directed mutagenesis”) en el bacteriéfago M13mp18 (Zoller y Smith, Meth.
Enzymol. 100, 468-500). La secuencia del ADN de anticuerpo acabado se muestra en la Tabla 5.

Para la insercion de la secuencia de gufa P, (Tabla 4), el pldsmido modificado pKK233-2 se digiri6 con las enzimas
de restriccién Ncol y Pstl y 1a P, se insert6 entre estos sitios (pKK233-2-P,). Otras etapas de clonacidn, salvo la dltima
etapa, se emprendieron con el pldsmido pUC18. La razén de ello consiste en que la presencia de partes individuales
del operdn de anticuerpo en el vector de expresion perjudica al crecimiento del anfitrién bacteriano.

Antes de la clonacién en pUCI18 se tuvo que eliminar el sitio de restriccion con BamHI de éste. Después de una
digestion con BamHI, los extremos monocatenarios se rellenaron con el fragmento de Klenow y se volvieron a ligar.
Este plasmido modificado se digirié luego con Pstl y HindlI, y se introdujeron y ligaron el P, mas el RBS entre estos
sitios de restriccién (pUC18-P,). En el caso de esta operacion desaparece el sitio original de restricciéon con HindIII del
pladsmido y se incorpora un nuevo sitio de restriccién con HindII. El pUC18-P, se digiri6 luego con Pstl e HindIII, y el
ADN de la cadena pesada (inserto de PstI-HindIII procedente de M13) se ligd en estos dos sitios (pUC18-HP,). Este
plasmido se digirié luego con EcoRV y BamHI, y el ADN de la cadena ligera (inserto de EcoRV-BamHI procedente
de M13) se lig6 alli dentro (pUC18-HP,L).

En una preferida forma de realizacién, en el nuevo sitio de corte con HindIII se introdujo y ligé una secuencia
“TAG” (Tabla 4). La secuencia “TAG” codifica el péptido Glu-Glu-Gly-Glu-Glu-Phe y es reconocido por el anticuerpo
monoclonal YL 1/2 (Wehland y colaboradores (1984) EMBO J. 3, 1295). El plasmido resultante es el pUC-HTP,L.

Para la insercién del HP,L y respectivamente del HTP,L en el vector de expresion, los pUC18-HP,L y respectiva-
mente pUC-HTP,L se cortaron con Pstl y BamHI, y el correspondiente fragmento de restriccion se ligé en cada caso
en el plasmido modificado pKK233-2-P; en estos dos sitios de restricciéon. Una representacion esquematica del vector
de expresion pFMT acabado se muestra en la Tabla 6.

Ejemplo 2
Obtencion de un ARN a partir de linfocitos B humanos

Para el enriquecimiento de células B periféricas a partir de sangre humana, ésta se diluy6 a 1:1 con PBS (de
“phosphate buffered saline” = solucién salina tamponada con fosfato) y se centrifugd a través de una almohadilla
de Ficoll® (de Pharmacia) (1,077 kg/l). Las células de la interfase se lavaron dos veces con PBS y se incubaron a
37°C durante una hora en un medio RPMI, que contenia 10% de suero de ternero fetal, sobre un substrato de material
plastico (frasco de cultivo). Las células adherentes (monocitos y macréfagos) se adhieren al recipiente de cultivo y de
esta manera se pudieron eliminar desde la formulacién. Las células no adherentes se recogieron por centrifugaciéon y
se homogeneizaron en isotiocianato de guanidinio 4,4 M, mercapto-etanol al 5% y lauroil-sarcosina al 2%. Luego, el
material homogeneizado se centrifugé a través de una almohadilla de CsCl 5,7 M durante 18 horas a 125.000 xg. El
ARN sedimentado se disolvi6 en H,O bidestilada y se precipité durante una noche a -20°C con etanol al 70% y 1/20
volimenes de LiCl 8§ M.

Con el fin de obtener una multiplicidad todavia mayor de anticuerpos con diferente especificidad, se mezclaron
preparaciones de ARN, en cada caso de 500 ml, de la sangre de 20 personas diferentes.

Ejemplo 3
Amplificacion del ADN de anticuerpo

El ARNm se purificé a través de oligo-dT-Sepharose (estuche (kit) de Pharmacia) y se tradujo con una transcriptasa
inversa (estuche de Amersham) y un cebador oligo-dT en un ADNc. Los productos se utilizaron directamente en la
“reaccion en cadena de la polimerasa” (de “polymerase chain reactor” = PCR). Los cebadores de PCR y los sitios de
hibridacién se muestran en las Tablas 1 y respectivamente 2. Mediante una combinacién del ADN yu obtenido con un
ADN kappa o bien lambda en el vector pMFT, se produjeron dos diferentes bancos de expresion. La utilizacion de
diferentes cebadores para la sintesis de las cadenas no codificadoras en la reaccion en cadena de la polimerasa hace
posible la preparacion de dos diferentes tipos de anticuerpos, que en uno de los casos contienen solamente el dominio
variable y en el otro de los casos contienen todavia adicionalmente un dominio constante (similar al fragmento Fab
de un anticuerpo). Para efectuar la PCR se hicieron reaccionar 4 ul de una tanda de sintesis de ADNc en cada caso
con 0,2 nmol de los dos cebadores en un volumen de 50 ul. La tanda de reaccion contenia 100 mM de KCl, 0,1% de
gelatina y 2,5 U de polimerasa de Taq. Después de 30 ciclos de polimerizacién, que consistian en 1 min. a 95°C, 2
min. a 55°C y 2 min. a 72°C, el ADN se precipité con etanol.

Ejemplo 4
Insercion del ADN de anticuerpo en el plasmido de expresion

El ADN precipitado se separ6 en un tampén de carga para geles de agarosa [(0,1% de azul de bromofenol, 7%
de Ficoll® [Pharmacia]) y se separé a través de agarosa al 2% a 10 V/cm en un tampén TBE (45 mM de tris-borato,

de pH 8,0, 10 mM de EDTA). El ADN de anticuerpo sintetizado se identificé con ayuda de su peso molecular y se
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eluy6 a partir del gel. Después de una precipitacién con etanol, éste se recogio en un tampén para la respectiva enzima
de restriccién y se cortd con las correspondientes enzimas de restriccion (de Boehringer Mannheim) (compérense las
Tablas 1 y 2). Después de una precipitacién en etanol, éste se incorpord y ligd en el vector pFMT asimismo cortado,
tal como se muestra esquemadticamente en la Tabla 7.
Ejemplo 5
Expresion y escrutinio de anticuerpos en E. coli

Células de E. coli competentes se transfectan con pldsmidos pFMT, que contienen la biblioteca de ADN de anti-
cuerpos que se ha insertado, se extienden sobre placas de agarosa y a continuacion se incuban con filtros de nitrocelu-
losa, que estan recubiertos con el antigeno buscado. Después de la eliminacién de anticuerpos fijados de una manera
no especifica, los clones activos se identifican con un anticuerpo marcado contra las inmunoglobulinas humanas se-
gregadas a partir de E. coli. En la forma de realizacién preferida, con el fin de identificar los clones buscados se utiliza
el anticuerpo monoclonal YL 1/2, que esta dirigido contra la secuencia “TAG”.
Leyenda acerca de la Figura 1

Mapa de restriccion del vector de expresion pKK233-2 (Amann, véase més arriba).

Ptrc significa un promotor hibrido de triptéfano y lac

RBS significa un sitio de fijacién a ribosomas

rrnB significa un ARN B ribosomal (ARN de 5S)

58S significa el gen para el ARN de 5S (contiene el rrnB).

Antes de la clonacién de un ADN de anticuerpo en el vector de expresion, se llevaron a cabo las siguientes modi-
ficaciones:

1) Los sitios de restriccion con Sall y EcoRI se eliminaron conjuntamente con el ADN situado entre medias.
2) El sitio de restriccion con HindIII se transformé en un sitio de restriccién con BamHI.

TABLA 1

Cebadores oligonucleotidos para la amplificacion de un ADNc con la reaccion en cadena de la polimerasa

1. Cebadores oligonucledtidos para la PCR hacia adelante

D. Cadena y

Pstl
GAGGTGCAGCTGCAGGAGTCTGGGGGAGGCTT
E. Cadena K
BaEl
TGTCTGCATCIGT(A/GIGGAGACAGGGTCACCATCAA/O)TTG

F. Cadena A

BaREN
CCTCAG(CTYGTCTGGG(A/T)CCCCAGGACAGAGGGTGACCATCTCCTGC
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2. Cebadores oligonucledtidos para la PCR hacia atrds (dominio variable mas dominio constante colindante)

A1. Cadena p (sin secuencias "TAG")

Hind I
GGGTGGGACGAAGAAGCTTACTTAGGGAGGCAGCTCAGCAATCAC
A2. Cadena p (con secuencias "TAG")
Hind HI
GGGTGGGACGAAGAAGCTAAGCTTGGGAGGCAGCTCAGCAATCAC

B. Cadena k

BamH 1
GGCACTT CG&K'L(IZTAACACT CTCCCCTGTTGAAGCTCTTTGTGACGGGCGA
GCTCAGGCC

C. Cadena A

BamH ]
GTGAGGG(A/TTGGGATCCTATGAACATTCTGTAGGGGCCACTGT

3. Cebadores oligonucledtidos para la PCR hacia atrds (dominio variable)

G1. Cadena p (sin secuencias "TAG")
Hind I
CACAGGAGACGAGGGGGAAAAGCTTTGGGGCTTATGCACTCCC
G2. Cadena p (con secuencias "TAG")

Hind I
CACAGGAGACGAGGGGGAAAAGCTTTGGGGCGGATGCACTCCC

H. Cadena k

BamH1
AAEAGAGG CQGATCCTCATTITCAACTGCTCATCAGATGGCGGGAAGATGAA
GA

I. Cadena A

BamH1
AGCTCCTCAGAGGA(C/GYGGCGGGATCCGAGTGACCTAGGGG



ES 2225816 T3

'$9j0peqad SoAoadsal

so| ueAuep @s enb se| ep sopioeoulLe SO| 8p seuoiised Se| UBDIpUl SBJID SBT L Biqel B us usuodxe 8s S8|enpIAIpUl SEIoUSNJSS SET

15

a7, il opqertea opmymoq i
NIRRT R

{(NEgL +) S1T e p7A ] zit | 14 8

tijumg frueg HE R

T T

2 aymepstos oo

ong1+) wiz[ a ) ooz 23 sit Q.A“W_:

fijweg figueg L]

T 1 ojuesuno oTNjmo &

sz[ v Yo oi[ 5 Yl n(a

i pultd LR (R

‘odienonue ep NOY un ep (M0 d) eselswijod e ap BUapeD us ugoeal B eled Jopeqad [9p $euoDISOd

20

25

CElgel
2 2 S 4 2 A g 2



ES 2225816 T3

— TA Zd | squ HA td |sau |oMd

‘e196| BUBPED €] BP BGELIEA OlUILIOP A ‘Bpesad euapeo e} 3p 3|qeLEA OIUILIOP :HA
ese)| ojejoad e| ep ejnb ap epusndes igd ‘sewosoqu e ugioelly ep onis :sgy ‘Jopesado / Jojowold :0/d

)

SONVINILOVE NQISTHdX3 3A SOAINSY1d N3 NOIOVOIT

)

SYWOSO08i V NQIOVIid 3d OLLIS 13d A
VSVI1 OLV1D3d V1 3d VNS 3d VIONIND3S V1 30 SISILN|S

)

OILIS NN V VAIOIdIad SISINIFOVINW 3LNVIG3N
NOIDOIM1S3Y ¥Od 3L¥0D 3A SOILLIS 3A NQIOONAOHLNI

)

VNVIWNH YWIZOSIT 30 Od¥3NDILNY NN 3a S378VIMVA SOININOQ SO13d NaV

SVIY3.L0VE N3 SOdH3INDILNY 30 NQIOIHO3S
A NOISTHdX3 V1 Vivd 1W4d ¥OLO3A 13a NQIOONYLSNOD

g ejqey

25
30
35
40
45
50
55
60
65



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2225816 T3

TABLA 4

Secuencias de las secuencias de guia P1 y P2 en el operon de anticuerpo asi como las secuencias “TAG”

P1
Secuencia de gula de la pectsto liasa (P1)

M X ¥ L L 2 ® A A AG61LLL L 2AQ?? AMAQV QLLAQ
CR T GARA TACC T T TG T L TACGGRAGT G TGaE T T CC TR TG TG AGC TCAGTCGICIATGECCCAAGT TCAGR IR IC).

[ £ 134
P2
Secuencia de guia de la pectato Kasa (P2)
R3S
M X YL L P?PT A A A
L A GO A G T GAATTCAT TAMGAGGAGAAA TTAM C TCEATGAAG TACTTACTGI CIACCOTTSTGESS

?stl RindIII

G L T L L A AQ? A MADT!I

GG TC e TGl IGT LGOI GSC T CAGCCOICTATGOC TRANIPORTATOIALIT
Ecokv  BanAl

Los nucleétidos puestos entre paréntesis son los nucledtidos colindantes del plasmido.

Las secuencias de guia se sintetizaron por medio de la hibridacién de los siguientes oligonucledtidos

Pl

a. 5 "CATGAAATACCICTTIGCCTACGICAGLLGLTGSGTTTE °

5. 3 TITATGIAGAACGEATGLCGTEGGE GACCGAACBACGAL GACCES TCRAGT CEGCLGCTACCGLOTTCARGTCGS
€. 5 CTCCTEITGEIAGCTITAGCCSSLRATCECEENAG ITCAGITGIAT

P2

3. $ "GCCRAGTITGAATTCATTAAAGAGGAGAAAD ©

b. 5 “TTARCTCCATGAAGTACTTACTGCCGACCGITGCSS

€. 3 ACGTCGGTICGAACTIAAG TAR T T TC TCCTC TTTAA T TGAGI TACT TCAT GAATGACGOIT GGUGACGTCGTUCAGAGRA
CRACAACCGCCEAGTCGGCCGATACCAACTATAGCCTAGSICGARS *

d. 5 ‘GCTCAGCIGSCIATGGCTGATATCGGATCCT

2.5 GESGSTCTCCIGCTIGITGAGLGT

Las secuencias “TAG” se sintetizaron mediante la hibridacién de las siguientes secuencias:

3.5 AGCTIGAAGARGGTGAAGAATTCTAATGI

5, 5 AGCTCATTAGAATTCITEACSITCTICRT
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TABLA 5

Secuencias de nucleotidos de un ADN de anticuerpo

a) cadena pesada (dominio variable) HuVhlys

BindllL......00....

1 10
cesevesess® ¥V B 8§ Q@ V Q L Q E 8 G P G L V R.
CICTCORCAGGZGZCCACTCCCAGETCOAACTIGCAGGAGAGCGGTCCAGGTCTTGTGAGS

5l
20 30 CDR1
Psg'rz.sr.rcrvscrrrsﬁ//zzgz
CCIAGCCAGACCCTGAGCCIGACCTIGCCACCEICTCTIGEGCTTCACCTTCAGC GG CTATCGT

BepMI
40 50
N/NJW V R Q@ P P 6 R 6 1 E W I GM/z7 wig’
GITAAACT GGG IGAGACKGCCACCTGEACGAGGICTTGAGTGGATTGCAATGATT TGGGGT

CDR2 70
G/M/ T/ D/ Y/ R/S/AIL/IXISIR ¥V T M L Vv b T
GATGGAAACACAGACTATAATICAGCICTCAAMATCCAGAGTGACAATGETGSTAGACACC

$0 90
$ X N Q F $ L R L 8 S VYV T A AMD T A V X
AGCRAGAACCAGTTCAGLCTGAGACTICAGCAGLGTGACAGCCGCCCACALCRCGGTCTIAT
Sacll
100 _CDR3J 110

¥ € A R]E7R7D7YLI7L7D/YIW 6 ¢ 6 S L Vv T

TATTGTGCAAGAGAGAGAGAT TATAGGCTTGACTACTGGGGTCAGRRANYCCCTCGTCACA

Banll
Vv S S Stop
GCICTCCTCATAAGSTTCCTTACAACCICTCOCTTCTATTCAGCTTAA .. . v v+ « . - BamEBI
HindId
b) cadena ligera (dominio variable) HuVllys
Hindlll......o0000a
1 10

6 VvV # S D I @ N T Q S P S S L S A.
CTCTCCACAGGTGTCCACTCCGATATCCAGATGACCCAGAGCCCARGCAGCCTGAGLGCC

EcoRV
20 CDRI__ 30
s v 6 D RV * T c{rR/A/S/G/N/T/B/N/Y/L
AGCGTGGGTCACAGRETGACCATCACCTGTAGAGCCAGCGGTARCATCCACAACTACCTIG
BstEN
40 50 CDR2

/:Aj/wyqupcxxzanI![B/t/r/'r
GCTTGGTACCAGCAGAAGCCAGGTAAGGCTCCAAAGCIGCZGATCTACTACACCACCACC

60 70
/L/AZD.}vasnrscscscrnr T T
CTGGCTOACGSTGTGC CAAGCAGATTCAGCGETAGCGS TAGCGGTACCGACTTCACCTTC

50 90 CDR3
T I $ S L Q P E P I AT Y Y cl/fe/B/F /W/S.
ACCATCAGCAGCCTCCAGLCAGAGSACATCGCCACCTACTACTGCCAGCACTTCTGGAGC

100

/t/P/R/T4AF G @ 6 T X V E T X R..E Stop
ACCCCAAGGACGTTCGGCCAAGRTACCARGGTGGAAAT CAAACGTGAGTAGAATTTAAAC
Kpnl

TITGCTTCCTCAGTTIGRATCC
Bamil
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para la produccién de bibliotecas de anticuerpos humanos, caracterizado porque se afsla un
ARNm a partir de linfocitos B humanos periféricos no activados y se transcribe en un ADNc, a continuacién el ADNc
que codifica los anticuerpos se amplifica por una PCR mediante cebadores apropiados, a continuacién de ello se lleva
a cabo una incorporacion en apropiados plasmidos de expresion, y finalmente se efectia una expresiéon del ADNc de
anticuerpos en clones individuales, y porque mediante los cebadores utilizados se amplifican en cada caso solamente
las regiones variables, que no codifican plasmidos de expresién para ningiin dominio constante de un anticuerpo y
porque la concepcion de los cebadores utilizados para la reaccién hacia atrds, con el fin de sintetizar la cadena no
codificadora de la cadena pesada, se basa en secuencias de IgM.

2. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, caracterizado porque la expresion se efectiia en el plasmido
pFMT de acuerdo con la Tabla 6.

3. Procedimiento para el aislamiento de anticuerpos humanos especificos caracterizado porque con antigenos
especificos se escrutan bibliotecas de anticuerpos humanos producidas de acuerdo con la reivindicacién 1 6 2.
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Figura 1
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