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DESCRIPCION
Biblioteca de Fab para la preparacion de una mezcla de anticuerpos

La presente invencion se refiere al campo de la biologia molecular, en particular a la biologia molecular médica. El
reconocimiento especifico desempefia un papel importante en la biologia médica moderna. Las interacciones
receptor-ligando, respuestas inmunes, infecciones, conversiones enzimaticas se basan todas en el reconocimiento
especifico entre moléculas. De particular interés son las interacciones especificas proteina-proteina, que dan una
amplia seleccion de posibilidades para interferir en todas las clases de procesos bioldgicos. A lo largo de los procesos
naturales bioldgicos se encuentra que dependen de mas de una interaccion proteica (simultanea). En el momento
presente parece que intervenir en mas de un punto en un proceso bioldgico va a ser mas efectivo que una interferencia
individual. Particularmente en la terapia de anticuerpos se ve que un anticuerpo (monoclonal) a menudo no es
suficientemente efectivo para tratar un trastorno y/o enfermedad particular. Por lo tanto la atencién de muchos
investigadores médicos se centra ahora en terapias de combinacion. Ejemplos bien conocidos de combinaciones de
anticuerpos que se persiguen clinicamente actualmente son para el tratamiento de linfoma no de Hodgkin, la
combinacioén del ya aprobado anticuerpo anti-CD20 Rituxan con el anticuerpo anti-CD22 Epratuzumab de AmGen y
para el tratamiento de hepatitis B, una combinacion de dos anticuerpos humanos que se desarrollan por XTL
Pharmaceuticals (Galun E. y cols., Hepatology (2002) 35: 673-679). Sin embargo, la combinacion de multiples (dos o
mas) farmacos (sean anticuerpos u otros) tiene varios inconvenientes, técnicos, practicos y reguladores. Los farmacos
no se disefiaron como combinaciones y desarrollo con eficacia clinica 6ptima y la compatibilidad puede ser un
problema. Como un ejemplo, las condiciones para estabilizar una pueden ser perjudiciales para la estabilidad de la(s)
otra(s). Ademas, fuentes multiples de produccion recombinante conducen a fuentes multiples de riesgos tales como
contaminacion virica, contaminacion anterior y similares.

El documento US 5.667.988 describe procedimientos para mutagénesis en una regién recombinante complementaria
(CDR) de un gen de cadena ligera de inmunoglobulina para el propésitos de producir bibliotecas de genes de cadena
ligera para usar en combinacion con genes de cadena pesada y bibliotecas de genes para producir bibliotecas de
anticuerpos.

Burioni y cols., Virology 228, 29-35 (2001) revelan la identificacién de Fab humanos que unen la glucoproteina E2 del
virus de la hepatitis C. Los Fab individuales se generaron en bacterias y se probaron en experimentos de ELISA.

Cheny cols., J. Mol. Biol. (1999) 293, 865-881 describen un anticuerpo anti-VEGF optimizado que se ha obtenido por
maduracion de afinidad de la parte de Fav de un anticuerpo VEGF humanizado (Fab-12; forma de IgG conocida como
rhuMAb VEGF), por mutacién de region determinante complementaria seguida por seleccion de afinidad usando
presentacion de fago monovalente.

El documento WO 2004/009618 describe procedimientos para la produccién de mezclas de anticuerpos en los que se
expresan secuencias de acidos nucleicos que codifican cadenas pesadas y al menos una cadena ligera en un huésped
recombinante.

La presente invencion proporciona combinaciones de proteinas de unidn especificas, tales como inmunoglobulinas,
que se disefian para ser combinaciones verdaderas, siendo funcionales y compatibles entre si esencialmente todos los
componentes de la combinacién. Produciendo combinaciones verdaderas los autores de la presente invencién han
abierto una via de mejoras tanto en la producciéon como en las propiedades de las combinaciones. Estas mejoras y sus
ventajas seran patentes a partir de la siguiente descripcion.

La invencion proporciona un procedimiento para producir una mezcla que comprende al menos dos anticuerpos
diferentes y/o fragmentos de anticuerpo, en los que dichos al menos dos anticuerpos y/o fragmentos comprenden
regiones variables emparejadas y tienen diferentes especificidades de union, comprendiendo dicho procedimiento

(a) poner en contacto al menos tres regiones variables diferentes derivadas de cadenas pesadas y cadenas
ligeras de inmunoglobulinas dentro de una célula en condiciones que permiten el emparejamiento de regiones
variables;

(i) en el que al menos una de dichas regiones variables es una region variable de cadena ligera compatible de
emparejamiento; y

(ii) en el que la composicion de la mezcla esta influenciada manipulando una cualquiera de los parametros
que afectan el nivel de expresion de las regiones variables logradas en la célula; y

(b) cosechar todos los anticuerpos y/o fragmentos de anticuerpos que tienen especificidades de unién resultantes
del citado emparejamiento.

Especificidades de unién se definen como interacciones entre moléculas que pueden distinguirse de las interacciones
precedentes. Normalmente, las interacciones especificas entre moléculas tienen afinidad de unién mas alta que las
interacciones precedentes entre moléculas.
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Las moléculas de unién especificas que por una parte importante estan compuestas de residuos aminoacidicos
(moléculas proteinaceas) a menudo requieren el emparejamiento de secuencias de aminoacidos diferentes con el fin
de construir un sitio de unién. Una secuencia de aminoacidos que se empareja con otra secuencia de aminoacidos
para construir un sitio de union se designa como regién variable en el presente documento. Por supuesto una
secuencia tal puede ser parte de una secuencia de aminoacidos mas grande, que puede ser de nuevo parte de una
molécula proteinacea mas grande, por ejemplo como una subunidad. Por ejemplo, en un anticuerpo una region
determinante de complementariedad (CDR) puede ser una regién variable, pero una combinacion de tres CDR con sus
regiones estructurales puede considerarse también como una region variable. De acuerdo con la presente invencion al
menos dos sitios de de union diferentes se construyen en un sistema, en un procedimiento. Asi se llevaron
conjuntamente regiones variables (secuencias de aminoacidos) en condiciones en las que pueden construir dos sitios
de unidn diferentes. Esto requiere al menos tres regiones variables, de las que una es capaz de emparejarse con
ambas de las otras regiones variables, construyendo asi dos sitios de union especificos. Los dos sitios de unién
especificos pueden estar en una molécula proteinacea o en diferentes moléculas proteinaceas, o ambas cosas.

En anticuerpos del isotipo IgG por ejemplo esto seria un anticuerpo que tiene dos sitios de unidn idénticos o diferentes.
Produciendo las dos especificidades de union en un sistema, solamente hay una fuente de los productos y por lo tanto
menos riesgo de contaminacion con virus, priones y similares. Un sistema tal puede ser un sistema libre de células, tal
como un sistema de germen de trigo, pero se prefiere llevar a cabo procedimientos de acuerdo con la invencion dentro
de una célula, o de mas células del mismo origen, preferentemente el origen de los sujetos a tratarse, normalmente
humano. Para propésitos de produccion y seleccion se prefieren normalmente otras células tales como bacterias,
células de insectos, levaduras y otras eucariotas.

Si el emparejamiento de las regiones variables tiene lugar en una célula, después se prefiere que la produccion de las
regiones variables también tenga lugar en una célula, preferentemente la misma célula. Un modo particularmente util
de producir regiones variables es a través de la expresion de acidos nucleicos que codifican estas regiones variables.
Se prefiere que todas las regiones variables en una célula se produzcan por tal expresion, es por lo tanto también
posible producir varias regiones variables de esta manera y haber llevado otras regiones variables, en base a técnicas
diferentes de produccion, o a los mismos medios de produccion, pero en otra célula. Para la mayoria de los propodsitos
la naturaleza del acido nucleico no es critica, puede ser ARN, es preferentemente ADN, puede ser episomal o
integrado, parte de un viral vector o un plasmido, etc. Sin embargo, para el sistema de produccion final de la
combinacioén de proteinas que tienen especificidades de unién diferentes, se prefiere que el acido nucleico o los acidos
nucleicos que codifiquen las regiones variables estén integrados establemente en el genoma del huésped. La
produccion de regiones variables a través de la expresion de acidos nucleicos que los codifican da la posibilidad de
manipular las secuencias codificantes, permitiendo de este modo el disefio de especificidades de uniéon nuevas,
mejores propiedades de emparejamiento, secuencias utiles de intercambio desde una secuencia codificante hasta otra
y similares. Se da también la posibilidad para seleccion para propiedades mejoradas o diferentes de union y/o de
emparejamiento después de que se han hecho las alteraciones, dando origen a la creacion de bibliotecas de muchos
acidos nucleicos diferentes en sistemas con mecanismos de seleccion faciles.

De esta manera se puede reducir el nimero de regiones variables a expresarse para obtener sitios de union diferentes.
Alguien puede disefiar y/o seleccionar una denominada regioén variable promiscua, que es capaz de emparejarse con
mas de una region de union diferente. El emparejamiento se define en el presente documento como cualquier clase de
unién para construir un sitio de unién, sea por unién covalente o no covalente, disposicion conformacional,
plegamiento, dimerizacién, multimerizacion o cualquier otra manera. Ello abarca términos tales como asociacion,
ensamblado, unién, combinacion y similares, siendo ello directa o indirectamente. Particularmente cuando mas de dos
especificidades de union diferentes se hacen en una célula, es util tener regiones variables promiscuas en un sistema
tal, reduciendo el numero de diferentes acidos nucleicos que tienen que expresarse. En un sistema tal, la region
variable promiscua no contribuiria significativamente a la especificidad de unién de las regiones emparejadas.
Preferentemente esta implicada mayoritariamente en plegamiento y estabilidad, influenciando por lo tanto
indirectamente la especificidad de unién.

Aparte de reducir el nimero de acidos nucleicos a expresarse, eligiendo una o mas regiones variables promiscuas, el
numero de regiones variables emparejadas que no son funcionales se pueden reducir a esencialmente cero.

Particularmente en el campo de las inmunoglobulinas, que normalmente comprenden dos pares de dos regiones
variables emparejadas diferentes, la produccion de mas de una inmunoglobulina dentro de la misma célula conduce a
menudo a emparejamiento de dos regiones variables que no conducen a una especificidad de uniéon deseada. En la
presente invencion, se disefian pares tales que en un sistema esencialmente todas las regiones variables pueden
emparejarse con otras en el sistema para formar un sitio de unién especifico util. En procedimientos de la técnica
anterior en los que se expresaron cuatro regiones variables en hibridos-hibridomas o cuadromas, el resultado fue un
porcentaje bajo de anticuerpos biespecificos deseados, un porcentaje de cualesquiera anticuerpos originales y un
porcentaje sustancial de regiones emparejadas sin especificidad de union Util significativa. Los anticuerpos
biespecificos se pueden producir con los procedimientos de acuerdo con la presente invencioén, bien conjuntamente
con o bien sin la produccién concomitante de los anticuerpos originales, pero normalmente esencialmente sin
produccion de los pares no funcionales. Ademas se pueden producir mezclas de multiples anticuerpos monoclonales y
multiples anticuerpos biespecificos con los procedimientos de acuerdo con la presente invencion.
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Los procedimientos cono se desvela en la descripcion detallada mantienen adaptacion de los acidos nucleicos que
codifican regiones variables para el resultado final deseado. Usando emparejamiento promiscuo se puede disefiar el
resultado final. Adicionalmente, los procedimientos como se revelan en la descripcién detallada estipulan la adaptacion
de los acidos nucleicos que codifican las regiones constantes para conducir a un emparejamiento preferencial de los
sitios de union formados por las regiones variables cuando se unen a las regiones constantes. Anticuerpos en la
presente invencion se desea para hacer referencia a todas las variaciones de inmunoglobulinas que mantienen unién
especifica, tales como Fab, Fab'2, scfvs, pero es tipica para anticuerpos de acuerdo con la presente invencion la
presencia de un par de secuencias de aminoacidos (al menos dos CDR) que se emparejan para formar un sitio de
unién. Asi la invencion proporciona también un procedimiento en el que dichas regiones variables se derivan de
cadenas pesadas y/o cadenas ligeras de inmunoglobulinas, versiones manipuladas de regiones variables con
elementos de cadenas pesadas y/o ligeras de inmunoglobulinas y/o un procedimiento en el que dichas moléculas
proteinaceas son anticuerpos, fragmentos y/o derivados de anticuerpos.

Los procedimientos de acuerdo con la invencion se prefieren normalmente para la produccion de multiples (es decir
tres o mas) especificidades de unién en un sistema. Debido al disefio especifico de las regiones variables que
contribuyen esto ha llegado a ser técnicamente y comercialmente factible.

Otro elemento de la invencion util para el control de la produccion es situar la expresion de diferentes regiones
variables sometida al control de diferentes elementos, tales como promotores, (trans)activadores, potenciadores,
terminadores, anti-represores, represores y similares. Estos elementos de control pueden ser inducibles o reprimibles.
Asi la produccion de regiones variables puede regularse, optimizando asi las condiciones de emparejamiento segun se
desea. Se pueden hacer combinaciones diferentes de regiones variables por separacion en el tiempo de la expresion
de varias regiones variables y/o las proporciones entre diferentes regiones variables emparejadas se pueden
manipular regulando los niveles de expresion. Las variaciones se describen en la descripcién detallada. La invencion
también proporciona una célula recombinante para llevar a cabo un procedimiento de acuerdo con una cualquiera de
las reivindicaciones precedentes, comprendiendo acidos nucleicos que codifican regiones variables conjuntamente
con todos los elementos requeridos para expresion génica y emparejamiento, en los que dicha célula comprende
medios para influir la composiciéon de la mezcla manipulando uno cualquiera de los parametros que afectan al nivel de
expresion de las regiones variables logrado en la célula. Un sistema de expresion tal comprende al menos una célula
recombinante, tal como una bacteria, una célula de levadura, una célula fungica, al menos una célula recombinante, tal
como una bacteria, una célula de levadura, una célula fungica, una célula de insecto, una célula de plantas u otra
célula eucariota, en particular una célula de mamifero, mas en particular una célula humana.

Un sistema tal puede proporcionarse con todos los elementos de control necesarios y Utiles segin se revela en el
presente documento antes y como se conoce bien en la técnica. Se pueden introducir también en un sistema tal segun
se desee elementos de seleccion y elementos suicidas.

Se proporciona también una coleccion de células de acuerdo con la invencién que comprende diversas combinaciones
de especificidades diferentes, normalmente como una biblioteca para usar al seleccionar combinaciones deseadas de
regiones variables.

Tales procedimientos de seleccidon son también parte de la presente invencion. Asi la invencién de una realizacion
proporciona también un procedimiento para seleccionar combinaciones de moléculas proteinaceas que tienen afinidad
especifica por al menos dos epitopos diana, comprendiendo poner en contacto una coleccién de acuerdo con la
invencion con dichos dos epitopos diana y seleccionar combinaciones que muestren dicha afinidad de especificidad.

Tales procedimientos son particularmente Utiles cuando dichos dos epitopos diana estan asociados con una
enfermedad o trastorno. Se prefiere combinar un procedimiento tal con someter una combinacion seleccionada de
moléculas proteinaceas a un ensayo bioldgico indicativo de un efecto de la combinacion sobre la enfermedad y/o el
trastorno.

Se describen también composiciones obtenibles por los procedimientos de la invencién. Se prefieren composiciones
que comprenden al menos tres regiones variables emparejadas diferentes, que tienen especificidades de union
distintas, en particular aquellas en las que dichas regiones variables se derivan de cadenas de inmunoglobulina ligeras
y/o de cadenas de inmunoglobulina pesadas. Una composicion de combinacién que tiene como diana tanto TNF-a asi
como IL-1B3, es una combinacion a modo de ejemplo. En tales usos terapéuticos tipicos, es importante que las
preparaciones de combinaciones no conduzcan a respuestas inmunes graves en el sujeto a tratarse. Al menos
algunas de las partes antigénicas de las moléculas de union, tales como las regiones constantes en los anticuerpos
podrian ser de origen humano. Alternativamente, las partes antigénicas pueden omitirse o enmascararse por
moléculas tales como PEG. Aunque los anticuerpos han encontrado uso en ofra areas y las combinaciones de
anticuerpos de acuerdo con la presente invencién se pueden usar en otras areas, se prefiere el uso farmacéutico de
las combinaciones, tanto diagnostico como terapéutico, con una preferencia por el Udltimo. Sin embargo, en
aplicaciones industriales las combinaciones pueden ser también superiores a las técnicas de separacién existentes,
debido a la facilidad de produccion, a la consistencia de de produccioén y a la disponibilidad de muchas combinaciones
de especificidades, capaces de separar casi cualquier cosa de una mezcla. En realizacion de pruebas, sea en
diagndsticos farmacéuticos o en cualquier otro campo (ambiental, agricola, por nombrar unos pocos) las
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combinaciones se pueden usar también ventajosamente. Ambos compafieros de un ensayo en sandwich se pueden
elaborar en una célula. Se pueden hacer mezclas de aglutinacion en una célula. Cuando se usa el formato de IgG, la
expresion en la misma célula conducira a una fraccidon sustancial de compuestos biespecificos, que ofrece
aplicaciones Unicas en combinacién con los monoclonales presentes en la misma mezcla. Por ejemplo cuando un
anticuerpo monoclonal se puede unir solamente con un brazo a un antigeno, una molécula biespecifica con sitios de
union capaces de unir a dos epitopos diferentes en el mismo antigeno, puede inmovilizar o atrapar antigeno mas
consistentemente que la mezcla de anticuerpos monoclonales. De nuevo, la facilidad y la consistencia de produccion,
asi como la diversidad de especificidades es un recurso de las combinaciones de la invencion. Estas ventajas por
supuesto también se aplican al seleccionar y producir combinaciones de especificidades para uso terapéutico y/o
profilactico, con ventajas adicionales en facilidad de seleccién, eficacia de combinaciones seleccionadas y los
aspectos de seguridad mencionados. Una combinacion simple comienza con dos especificidades presentes en la
combinacion. Dado que esta presente una region variable promiscua, una combinacion tal requiere solamente tres
regiones variables diferentes. Se puede hacer la combinacion de tal forma que todas las regiones variables
emparejadas resultantes en una molécula proteinacea tengan la misma especificidad, dando moléculas
monoespecificas, o la variable o, si es apropiado se pueden disefar las regiones constantes de tal forma que las
moléculas biespecificas estén también presentes. Se puede disefiar también de tal forma que estén presentes una
molécula monoespecifica y una molécula biespecifica, pero que la otra molécula monoespecifica posible no surja,
debido a que las regiones variables no puedan ensamblarse de esa manera. En algunas aplicaciones moléculas
biespecificas, especialmente anticuerpos, pueden ser ventajosas para unir dos antigenos conjuntamente en una
superficie celular. Tales eventos de agregacion se requieren a menudo en biologia para transduccion de una sefial al
interior de una célula. Los anticuerpos biespecificos en la mezcla se pueden usar también para conectar moléculas
efectoras con células diana. Los usos contemplados para anticuerpos biespecificos en la técnica anterior se
contemplaron también para moléculas biespecificas descritas en el presente documento. Las composiciones mas
ventajosas comprenden mas de dos moléculas de unidn monoespecificas diferentes, opcionalmente conjuntamente
con las combinaciones posibles diferentes de moléculas biespecificas o multiespecificas que pueden resultar de
diferentes eventos de emparejamiento posible. Estas mezclas multiespecificas parecen mezclas policlonales en su
eficacia para reconocer antigenos, pero sin los inconvenientes de muchas especificidades irrelevantes en la mezcla.
Las mezclas parecen anticuerpos monoclonales en su constitucion definida, facilidad de produccién y especificidades
altas, pero sin la pérdida concomitante de eficacia. Las mezclas de acuerdo con la invencion se refieren como
Oligoclonics™. Oligoclonics™ pueden contener asi dos, tres, o mas especificidades de unidon y pueden existir en
diversos formatos. En la forma mas simple, Oligoclonics™ en el formato IgG contiene una mezcla de diferentes
anticuerpos monoespecificos y anticuerpos biespecificos en una proporcion particular dada. En el formato Fab,
Oligoclonics™ contiene una mezcla de diferentes moléculas Fab que son el producto de regiones variables
emparejadas correctamente. En el formato mezclado, Oligoclonics™ contiene una mezcla de anticuerpos y de
fragmentos de anticuerpos.

Como se revela en el presente documento, los procedimientos de la invenciéon son la produccién de combinacién de
especificidades. Antes de la produccion de combinaciones, se pueden disefiar y/o seleccionar combinaciones
adecuadas. Estos procedimientos para disefio y seleccién son también parte de la presente invencion.

Asi en una realizacién adicional la invencién proporciona un procedimiento para producir una mezcla que comprende
al menos dos anticuerpos diferentes y/o fragmentos de anticuerpo, en los que dichos al menos dos anticuerpos y/o
fragmentos comprenden regiones variables emparejadas y tienen diferentes especificidades de unién, comprendiendo
dicho procedimiento

poner en contacto al menos tres regiones variables diferentes derivadas de cadenas pesadas y cadenas ligeras de
inmunoglobulinas dentro de una célula en condiciones que permiten el emparejamiento de regiones variables,

en el que al menos una de dichas regiones variables es una regiéon variable de cadena ligera compatible de
emparejamiento;

cosechar todos los anticuerpos y/o fragmentos de los mismos que tienen especificidades de unién que resultan de
dicho emparejamiento,

por lo que las regiones variables se expresan a partir de uno o mas acidos nucleicos que codifican estas regiones
variables,

por lo que la expresion de dichas regiones variables esta sometida a la direccion de diferentes elementos de control.
Los procedimientos de sintesis, alteracion y seleccion se describen en mas detalle en la descripcion detallada.

Los acidos nucleicos preferidos para usar en producir combinaciones de especificidades son aquellos que codifican
polipéptidos de inmunoglobulina. Por supuesto todos los tipos de inmunoglobulinas, especialmente anticuerpos (IgM,
IgE, IgG, etc.) pero también fragmentos (scFv, Fab, dominio individual, variantes manipuladas) se pueden usar en la
invencion. Las regiones variables pueden por ejemplo derivarse bien de regiones variables de cadenas pesadas de
inmunoglobulinas, o bien de regiones variables de cadenas ligeras de inmunoglobulinas, pero también pueden
manipularse hibridos de regiones variables de cadenas pesadas y ligeras (con por ejemplo regiones CDR o regiones
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FR). Las regiones variables pueden obtenerse por ejemplo de hibridomas, clonando a partir de donantes inmunes o no
inmunes o pueden construirse sintéticamente regiones variables. Incluso se pueden producir hibridos usando acidos
nucleicos y procedimientos de la invencion. Por ejemplo se pueden hacer hibridos con sitios de union diferentes pero
funcionales proporcionando elementos de diferentes isétopos, por ejemplo IgM e I1gG, o IgM e IgA. Debe tenerse en
cuenta que los receptores de células T se parecen a anticuerpos en muchos aspectos. Asi, los procedimientos de
acuerdo con la invencion se pueden aplicar ventajosamente con receptores de células T, sus regiones variables y sus
acidos nucleicos codificantes. Se prefiere asi que la invencion se lleve a cabo usando inmunoglobulinas que tengan
cadenas diferentes (receptores de células T), especialmente anticuerpos que tengan cadenas ligeras y/o cadenas
pesadas o partes/derivados de los mismos. Por supuesto partes y/o derivados de acuerdo con esta invencion son tales
partes y/o derivados que tienen propiedades de unién comparables a inmunoglobulinas.

Esto quiere decir que regiones variables de acuerdo con la invencion deberian comprender al menos un elemento que
parezca una region determinante de complementariedad de un anticuerpo (CDR). Preferentemente ello deberia tener
mas de una CDR, preferentemente una region variable que parezca en tamafio y en propiedades fisicoquimicas una
VH o VL de un anticuerpo. La descripcién detallada describe la invencién usando anticuerpos como una realizacién a
modo de ejemplo de la invencion.

La invencion se describira en mas detalle en la siguiente descripcion detallada.
Leyendas de las figuras:

Figura 1: Ejemplos de la composicion de tres o seis moléculas proteinaceas con tres especificidades de union
diferentes. El uso de anticuerpos con emparejamiento apropiado entre las regiones variables proporciona mezclas de
anticuerpos que son biespecificos 0 monoespecificos y bivalentes (panel superior). Por manipulacion apropiada para
manipular el emparejamiento entre las regiones variables, surgen mezclas de moléculas solamente biespecificas o
bivalentes (paneles del lado a mano izquierda). En la leyenda del panel derecho (caja gris) se indica que los tres
simbolos el circulo, el triangulo y el cuadrado, representan sitios de unién que consisten cada uno en regiones
variables.

Figura 2: Procedimiento para identificar anticuerpos con elementos compatibles por analisis empirico de
combinaciones de regiones variables de anticuerpos.

Figura 3: Anticuerpos con cadena ligera o pesada por seleccion a partir de bibliotecas con diversidad restringida. En
este ejemplo de una biblioteca Fab, una de las cadenas de anticuerpos es idéntica en todos los miembros de la
biblioteca (la cadena blanca), mientras que las otras contienen diversidad de aminoacidos.

Figura 4: Diferentes aproximaciones para seleccionar anticuerpos con comportamiento de emparejamiento apropiado.
(a) seleccion de biblioteca de Fab con cadena ligera constante y equivalente para biblioteca de Fab con diversidad en
cadena ligera solamente en (d); (b) seleccion de anticuerpo de dominio individual de union a antigeno de biblioteca
solamente de cadena pesada y equivalente para VL en (e); (c) seleccion de biblioteca de cadenas quiméricas de VH y
VL (en la que por ejemplo algunos elementos de CDR se intercambian).

Figura 5: Seleccionar anticuerpos con regiones variables compatibles de emparejamiento reorganizando una cadena.
El punto de partida del procedimiento es un repertorio de sitios de anticuerpos, con regiones variables emparejadas,
tales como en este ejemplo, un repertorio Fab. De forma similar se pueden usar bibliotecas de Fv de cadena individual.
En una seleccion tipica (superior) el emparejamiento inicialmente presente de regiones variables se mantuvo por todo
el procedimiento de seleccion reiterativa; en la seleccion seguida por reorganizacion (etapas 1-3), una de las dos
regiones variables (preferentemente de la cadena pesada) de los pares que se han seleccionado en el antigeno, se
combina con dominios companieros (preferentemente cadenas luminicas) derivadas bien de la poblacién seleccionada
o bien de la poblacién original). Después de esto la seleccion (etapa 4) y el procedimiento subsiguiente se repiten.
Eventualmente, los anticuerpos reactivos de antigenos individuales se identifican por procedimientos de rastreo.

Figura 6: Ejemplo de una seleccidon competitiva de anticuerpos con un comportamiento de emparejamiento deseable.
El procedimiento implica la co-expresion de uno o mas anticuerpos que compiten (arriba, a la izquierda) en la misma
célula huésped como un miembro de una biblioteca de anticuerpos (abajo, a la izquierda). Se representa el
procedimiento para fragmentos Fab, como se describe en el texto. Se representa el resultado de las oportunidades de
emparejamiento de cadena VHCH1 (cajas blancas) cuando se coexpresa con otros fragmentos Fab. La combinacion
original de la VH con su cadena ligera analoga (caja rayada), mantendra su afinidad de unién original por antigeno y
podra asi seleccionarse.

Figura 7: Identificar anticuerpos especificos de antigeno co-transfectando bibliotecas de genes de cadenas pesadas
con un gen de cadena ligera invariable y rastreando las mezclas de anticuerpos resultantes para anticuerpos reactivos
frente a antigenos. Con cada ciclo de transfeccion y rastreo, la diversidad de la biblioteca de VH se reduce (en la
posicion *), para proporcionar eventualmente una poblacion de genes variables de cadena pesada reactivos frente a
antigenos. Los numeros indican que la toma de muestras de una biblioteca de 108 cadenas pesadas diferentes se
puede llevar a cabo rastreando los pocillos de 10 cultivos de tejido de 96 pocillos con cada 100 clones por pocillo.
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Figura 8: Identificar anticuerpos especificos de antigeno transfectando bibliotecas de genes de cadenas pesadas
segregables, ensamblar con un gen de cadena ligera invariable y rastrear las mezclas de anticuerpos resultantes para
anticuerpos reactivos frente a antigenos.

Con cada ciclo de transfeccion y rastreo, la diversidad de la biblioteca de VH se reduce (en la posicion *), para
proporcionar eventualmente una poblacion de genes variables de cadena pesada reactivos frente a antigenos.

Figura 9: Rastrear mezclas de anticuerpos producidos por la misma célula original para bioactividad 6ptima. Las
mezclas se hacen transfectando genes de cadenas pesadas que codifican los anticuerpos de interés (aqui el nimero
es 10) conjuntamente con cadena ligera Optimamente emparejada, seguida de clonacion de lineas celulares,
seleccionando lineas celulares de produccion estable y rastreando eventualmente las mezclas de anticuerpos
resultantes para bioactividad éptima.

Figura 10: Ejemplos de anticuerpos con dominios cruzados. Dominios de cadena pesada (cajas con bandas de gris) y
dominios de cadena ligera (cajas blancas).

Figura 11: Montaje ex vivo de anticuerpos (A) y el concepto de anticuerpo universal (B). Los anticuerpos se producen
como cadenas separadas y después se combinan para formar un anticuerpo funcional. Esto es particularmente
interesante cuando se hacen mezclas de anticuerpos, como se indica en (B), donde dependen de la entrada de las
cadenas y de la separacion de las reacciones de mezclado.

Figura 12: Expresion dependiente de cadenas de Ig. La cadena-1 es normalmente la cadena pesada, que esta
sometida al control de un promotor (P). La secuencia IRES enlaza la expresion de la cadena pesada con aquella de un
transactivador; esto activa un promotor con capacidad de responder a Cadena-2, normalmente la cadena ligera (véase
el texto para detalles).

Figura 13: La secuencia de poliengarce de pSCFV, un plasmido basado en pUC119 adecuado para clonaciéon por
etapas de regiones variables de anticuerpos y para expresion de fragmentos scFv.

Figura 14: Representacion esquematica de plasmido pSCFV-3 (A) y pSCFV-3 con 3 fragmentos scFv clonados, en
este caso derivados de los anticuerpos JA, JB y M57. La caja negra es una representacion esquematica del tramo de
histidina; se indican también otras etiquetas basadas en el extremo C-terminal. S, secuencia sefial; rbs, sitio de unién
a ribosoma, AMPr, gen de resistencia a ampicilina (beta-lactamasa).

Figura 15: Representacion esquematica del vector de expresion de eucariotas VHExpress como se describe también
en (Persic y cols. (1997) 187: 9-18) salvo porque esta variante tiene un promotor CMV; su uso para clonar fragmentos
scFv (arriba, indicado para anticuerpo JA) tal que se logra la expresion de fusiones scFv-Fc.

Figura 16: Alineamiento de secuencia de las tres secuencias de aminoacidos de cadenas ligeras de anticuerpos JA
(Kappa) y JB y M57 (ambos lambdas). Se indica la posicion de las CDR.

Figura 17: presentacion de pFAB: Representacion esquematica de presentacion de pFAB (arriba) e indicacion de
clonacion de regiones VLCL y VH; la region de poliengarce (debajo). Legenda como en la Figura 14.

Figura 18: Mutagénesis de region variable del anticuerpo JA; la regiéon subrayada se mutagenizé. Otras regiones
conocidas por serimportantes para la interaccion con la VL: los residuos en las posiciones marcadas en color (parte de
abajo) o con las cajas alrededor de la secuencia de JA-VH son alternativamente adecuados para mutagénesis (en
base a datos de http://www.biochem.unizh.ch/antibody/Structures/DimContacts/VHDimHistFrame.html).

Figura 19. Resumen de un vector de expresion para anticuerpos monoclonales humanos en células eucariotas. CMV:
promotor CMV; p(A): sefal de poliadenilacion; Neo: gen de resistencia a neomicina; Amp: gen de resistencia a
ampicilina.

Figura 20. Resumen del casete de expresion y de los vectores de expresion para usar con células eucariotas. La
leyenda de los elementos de los vectores se representa a la derecha. En el panel superior a mano izquierda se
representan como ejemplo cuatro casetes de expresion eucariota para tres cadenas pesadas de anticuerpos y una
cadena ligera. Los elementos encontrados en un casete de expresion para un gen o acido nucleico individual que
codifica cadena de anticuerpo normalmente comprenden un promotor, una secuencia lider, una fase de lectura abierta
que codifica la cadena de anticuerpos de interés, una region de poliadenilacién y terminador, todo en configuracion
operable. Se muestran sitios/regiones adicionales usados para recombinacion dirigida a sitio y en algunos casos
homologa (son también opcionales; indicadas en la parte de arriba del primer casete de expresion). En el panel de
arriba se representa un armazén de vector a modo de ejemplo usado para insercion en lo(s) casete(s) del panel de
arriba. Este esquema presenta los elementos tipicos de un vector de expresion eucariota, que comprende un origen de
replicacion bacteriano (tal como ColE1), un marcador de seleccion bacteriano (B-Select, tal como el gen de resistencia
a ampicilina), un marcador de seleccion eucariota (Select, tal como gpt, neo, zeo etc., véase texto; util esta prevista
cuando la interaccion estable en el genoma de la célula huésped) y elementos adicionales opcionales tales como una
region de encapsidacion de bacteriéfagos (para produccion de cadena unica de ADN, tal como el f1) y un marcador de
amplificacion opcional (tal como DHFR). Son opcionales otros elementos que controlan expresion (tales como BE,
7
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STAR, LCR, MAR y similares, véase mas adelante) e IRES; estos estan incluidos en las figuras mas tardias.

Figura 21: Los esquemas que representan formatos diferentes para la co-expresion de genes que codifican cadenas
de anticuerpos, se ejemplifican aqui para el caso en que dos anticuerpos que comparten una cadena ligera comun (no
mostrada) tengan que coexpresarse. (A) Los casetes individuales basicos, como casetes separados y se clonan en
vectores de expresion separados. (B) Este casete contiene los dos genes de cadena pesada (H) clonados en tandem,
pero su expresion esta regulada individualmente, por medio de dos promotores diferentes, P1y P2. (C) Los dos genes
H se clonan en direcciones transcripcionalmente opuestas y en este ejemplo estan separados por un elemento que
influye la frecuencia de expresidn/estabilidad/integracion (se dan ejemplos adicionales en el texto). (D) Igual que en B,
pero los elementos E adicionales estan incluidos en el extremo 3' de cada una de las dos unidades transcripcionales.
(E) Para los casos en los que dos proteinas de union estarian presentes en la mezcla en cantidades aproximadamente
similares, se inserta un IRES entre dos genes H. (F y G) Casetes de expresion para mediar la expresion de dos
cadenas H, enlos que cada uno de los genes H esta unido por medio de un elemento IRES a un marcador de seleccion
(que se selecciona después para usar en lugar del marcador basado en vector de armazon), sin elementos adicionales
(G) o con elementos adicionales (H) en un casete para influenciar la expresion.

Figura 22: Plasmido pABExpress40 para expresion de bibliotecas de anticuerpos compatibles en células de mamifero.
Se indican sitios de clonacion para insercion direccional de genes de region variable de anticuerpos. Véase Ejemplo
numero 11 para detalles. Sin la insercion de STAR40 dentro del sitio EcoRI, este plasmido se llama pABExpress.

Figura 23: Disefio de una biblioteca de cadenas ligeras hibridas para identificar una cadena ligera compatible en
emparejamiento para h4D5v8 y 2C4. Las secuencias de aminoacidos usadas por herceptina (trastuzumab, h4D5v8) y
pertuzumab (Omnitarg, 2C4) se comparan entre si y con dos bibliotecas de cadena ligera de disefio, HYB1 y HYB2
(véase ejemplo 17 para detalles del disefio).

Los residuos idénticos a aquellos de herceptina estan indicados con un guion, los aminoacidos estan codificados por
el consenso de letra individual, X quiere decir posiciones a marcarse por diversificacion en una aproximacion de
biblioteca. Se indicaron numeros para las posiciones de residuo mas relevantes (véase texto para mas detalles).

Figura 24: Plasmido p2Fab-HER2 usado para la identificacion de una region variable de cadena ligera que es
compatible de emparejamiento con dos anticuerpos de union HER2, h4D5v8 y 2C4. La caja negra es una
representacion esquematica de la etiqueta de histidina (6 histidinas); se indican también otras etiquetas basadas en el
extremo C-terminal. S, secuencia sefial; rbs, sitio de unién a ribosoma, AMP', gen de resistencia a ampicilina
(beta-lactamasa). La version de la VL de h4D5 que esta presente en este vector lleva dos mutaciones disefiadas en
dos residuos CDR y un codén de parada (indicado con *) en la region CDR2. Por mutagénesis dirigida a sitio, la CDR2
se diversifica usando un oligonucleétido (disefiado de acuerdo con enfoque HYB2) que retira simultaneamente el
codon de parada asi como introduce diversidad en 3 posiciones del CDR2. Este plasmido dirige la expresion de dos
cadenas pesadas de anticuerpos (como cadenas Fd) y una cadena ligera de anticuerpos y asi permite produccion
simultanea y deteccion individual, de dos fragmentos Fab.

Figura 25: Las curvas de inhibicion de crecimiento para h4D5 Fab y las mezclas de 4D5* y 2C4* (véase Ejemplo 17)
que usan diferentes cadenas ligeras, se indicaron con VL1 a VL7. Las concentraciones diferentes de estos Fab se
incuban con células positivas a HER2 sensibles al efecto inhibidor del crecimiento de anticuerpos que tienen como
diana HERZ2.

Descripcion detallada

En la lucha contra la infeccion, el sistema inmune crea una respuesta celular y humoral que puede combatir
especificamente al agente infeccioso. La respuesta inmune humoral se basa en inmunoglobulinas, o anticuerpos, que
ponen en contacto antigenos y median ciertas funciones efectoras para quitar la infeccion ((Roit, I.M. y cols. (1985)) y
todas las referencias en el presente documento). En el sistema inmune los anticuerpos los generan los linfocitos B. Los
anticuerpos consisten en cadenas pesadas y ligeras que se ensamblan por medio de emparejamiento entre dominios
y puentes disulfuro intercatenarios para formar moléculas multivalentes. Existen diversos isotipos de anticuerpos
naturales, incluyendo IgG (con 4 subclases en seres humanos IgG 1, 1gG2, 1gG3, 1gG4), IgM, IgD, IgA e IgE. Una
molécula de IgG contienen dos cadenas pesadas (H) y dos cadenas pesadas (L), ambas con una region variable (V) y
una region constante (C). Un tipico anticuerpo IgG comprende dos regiones variables de cadenas pesadas (H)
(abreviadas en el presente documento como VH) y dos regiones variables de cadenas ligeras (L) (abreviadas en el
presente documento como VL). Las regiones VH y VL pueden subdividirse adicionalmente en regiones de
hipervariabilidad denominadas “regiones determinantes de la complementariedad” (“‘CDR”), intercaladas con regiones
que estan mas conservadas, denominadas “regiones estructurales” (FR). La extension de la region estructural y de las
CDR se ha definido de forma precisa (véase, Kabat, E.A. y cols. (1991) Sequences of Proteins of Immunological
Interest, Quinta Edicion, U.S. Department of Health and Human Services, NIH Publication N.°: 91-3242 y Chothia, C. y
cols. (1987) J. Mol. Biol. 196: 901-917), que se incorporan en el presente documento por referencia.

En la generacion de la respuesta inmune primaria, el emparejamiento de secuencias de regién variable pesadas y
ligeras de anticuerpos es un procedimiento al azar. Los genes de region variable se ensamblan primero por
recombinacion de un conjunto escogido al azar de elementos genéticos V, (D) y J representados en el genoma como
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una reserva de diversos genes. Las regiones variables pesadas y ligeras recombinadas se ayustaron después hacia
sus genes de regidon constante respectivos y las cadenas se expresaron, se ensamblaron y se segregaron como
inmunoglobulina. En esta biblioteca combinatoria, en principio cada cadena pesada puede emparejarse con cada
cadena ligera, para crear un repertorio amplio de diferentes especificidades de antigeno, con diversidad derivada de
los procesos de reordenamiento (que también inducen diversidad adicional en alguna de las uniones de segmentos) y
del ensamblaje combinatorio de las regiones variables de cadenas pesadas y de cadenas ligeras. En principio las
células B producen solamente una especificidad de anticuerpo, codificado por una secuencia de cadena pesada de
anticuerpo y por una secuencia de cadena ligera de anticuerpo. El sistema inmune selecciona por medio de un
procedimiento de seleccion de antigenos eficiente aquellos anticuerpos que pueden unirse a un antigeno dado, en
particular cuando el antigeno es exdgeno y parte de un patégeno.

En inmunoglobulinas naturales, la cadena ligera que consiste en dos dominios esta emparejada con la cadena pesada,
que consiste en al menos 4 dominios y una region de asa: tienen lugar interacciones no covalentes entre VHy VL y
entre CH1 y CL; entre las ultimas un puente disulfuro proporciona un enlace covalente entre las cadenas pesada y
ligera. Ademas, las cadenas pesadas se encuentran emparejadas entre si, es decir en el formato IgG y algunas veces
asociadas adicionalmente con elementos adicionales tales como cadenas J (es decir en el formato IgM). Tiene lugar
una fuerte interaccion no covalente entre los dominios CL y CH1, una interaccion frecuentemente mas débil esta
presente entre VL y VH. Las cadenas pesadas se emparejaron por medio de interacciones en la region de asa (a
menudo asociadas covalentemente por medio de uno o mas puentes disulfuro) y entre los dominios CH2 y CH3.
Secuenciando grandes reservas de genes variables de anticuerpos de células B aisladas y comparando la frecuencia
de los emparejamientos de segmentos VH y VL, se confirmé que este emparejamiento entre regiones VH y VL es en
promedio un proceso al azar. Sin embargo, dado que las regiones variables son genéticamente diversas y algo de esta
diversidad al nivel de aminoacido esta estructuralmente situada en la region de interfase predicha entre los dos
dominios, el emparejamiento de una VH dada con otra VL ya no es al azar. Por ejemplo, el emparejamiento de una VH
dada con otra VL distinta de la que se seleccioné inicialmente con ella, puede conducir a pérdida de afinidad de unién
por el antigeno, pero puede conducir también a eficiencia de emparejamiento reducida. Dentro de una célula B,
normalmente y normalmente se expresan solamente una cadena ligera y una cadena pesada, pero en los pocos casos
en que se expresen otras cadenas pesadas o ligeras (tales como en dos células B fusionadas), puede tener lugar
emparejamiento erréneo entre las cadenas y la unién a antigeno se pierde en esta fraccién de la preparacion de
anticuerpos. Por ejemplo, en el pasado, la expresion de dominios variables de anticuerpos multiples, como en
cuadromas o células transfectadas con multiples genes de cadenas pesadas y/o ligeras, normalmente proporcionan
una fraccion grande de emparejamientos de regiones variables que no son funcionales. Con el fin de construir
anticuerpos biespecificos, se investigd de forma intensiva el emparejamiento de diferentes cadenas de anticuerpos
pesadas y ligeras cuando se expresan en la misma célula . A partir de estudios de emparejamiento en anticuerpos
derivados de hibridomas de hibridos hechos fusionando dos hibridomas que producen anticuerpos, se mostré que el
emparejamiento esta basado en una asociacion al azar de cadenas ligeras y pesadas con algunos casos donde se vio
un cierto nivel de emparejamiento preferencial, pero no suficiente para evitar que tenga lugar emparejamiento erroneo.

La presente invencion describe diversos procedimientos para seleccionar anticuerpos con comportamiento de
emparejamiento de cadenas de anticuerpos optimo. Con tales procedimientos se pueden hacer composiciones de
anticuerpos multiples con diferentes especificidades de union.

1. Anticuerpos con regiones variables compatibles de emparejamiento.
a. Sumario

En el presente documento los autores de la presente invencion revelan procedimientos y medios para obtener
anticuerpos con regiones variables compatibles de emparejamiento. La presencia de tales regiones variables facilita la
predictibilidad y la funcionalidad del emparejamiento resultante entre las regiones variables de anticuerpos. Dos
anticuerpos contienen regiones variables compatibles de emparejamiento cuando el emparejamiento de las regiones
variables en una mezcla de todas las regiones variables combinadas, tiene lugar en una manera tal que surgen
predominantemente sitios de union funcionales como resultado del emparejamiento. Dos anticuerpos han emparejado
regiones variables compatibles cuando por ejemplo los dominios de cadena ligera variables de ambos anticuerpos se
pueden intercambiar por el del otro anticuerpo, sin alterar drasticamente la afinidad de unién a antigeno de los dos
anticuerpos. Otro ejemplo de cuando los anticuerpos han emparejado regiones variables compatibles es cuando
comparten una region variable idéntica o estrechamente relacionada: en ese caso el emparejamiento de los dos
dominios compafieros a esta regiéon compartida conducira a la formacion de sitios de union funcional.

Se describen procedimientos para la identificacion de anticuerpos que tienen regiones variables compatibles. En la
forma mas simple regiones variables compatibles de emparejamiento en conjuntos de anticuerpos se identifican en
virtud de la identidad de secuencia de las regiones V. En otro enfoque se identifican regiones variables compatibles de
emparejamiento por intercambio empirico de genes V o de fragmentos de genes V entre anticuerpos dados y por
puesta a prueba de la unién de antigenos. En otro enfoque, anticuerpos con una alta probabilidad de contener regiones
variables compatibles de emparejamiento se pueden enriquecer a partir de repertorios de anticuerpos por
combinaciones de selecciones y por reordenamiento. Usando estrategias de seleccién apropiadas, se pueden
seleccionar emparejamientos de anticuerpos para llegar a ser promiscuos o exclusivos en el contexto de los genes
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variables de anticuerpos multiples deseados. Se describe también un procedimiento para proporcionar un anticuerpo
dado con secuenciacién variable compatible de emparejamiento, usando diversas tecnologias de mutagénesis y
seleccion. En otro enfoque, los anticuerpos con regiones variables compatibles de emparejamiento se seleccionan a
partir de bibliotecas de anticuerpos sintéticos con una alta probabilidad de identificar anticuerpos con tales elementos
(por ejemplo a partir de una biblioteca con solamente un dominio variable variegado). Ademas, los anticuerpos con
regiones variables compatibles se crean seleccionando primero un anticuerpo de dominio individual especifico de
antigeno y proporcionando después este con un segundo dominio que se emparejara con el primero para formar una
molécula de dos dominios.

Se pueden identificar regiones variables compatibles con el fin de remplazar secuencias en un anticuerpo por las
secuencias equivalentes de otro anticuerpo que se piensa que media caracteristicas mas favorables. La transferencia
de regiones variables compatibles de emparejamiento se puede usar para alterar la capacidad de emparejamiento y la
fuerza de emparejamiento de las cadenas de anticuerpo, pero ello puede también contemplarse para alterar la
inmunogenicidad, el idiotipo y el rendimiento de la expresion de anticuerpos. Los anticuerpos que llevan tales
elementos son también altamente adecuados para elaborar composiciones farmacéuticas de anticuerpos con sitios de
unién multiples, por ejemplo para hacer mezclas de anticuerpos que contienen tales elementos, por coexpresion en la
misma célula huésped. En particular cuando las regiones variables presentan un dominio variable completo (tal como
una cadena ligera) la coexpresion proporcionara sitios de union funcionales solamente. Anticuerpos con regiones
variables compatibles de emparejamiento son adecuados para la creacion de mezclas de anticuerpos, en las que los
anticuerpos son bien solamente monoespecificos, o bien biespecificos, o una mezcla de anticuerpos mono y
biespecificos, o incluso, dependiendo de la eleccidn de isotipos con mas de dos sitios de unién (por ejemplo slIgA, IgM),
combinaciones de especificidades multiples con la misma molécula de anticuerpo. Tales aproximaciones proporcionan
un medio para tener en la misma preparacion farmacéutica anticuerpos con especificidades mdltiples y si se requiere
combinaciones de especificidades dentro de la misma molécula.

b. Fuentes de anticuerpos

Los anticuerpos adecuados para la invencién pueden derivarse de diversas fuentes, incluyendo anticuerpos
monoclonales, anticuerpos de fagos, anticuerpos de animales transgénicos, etc. Los anticuerpos monoclonales se
obtuvieron a partir de una poblacion de anticuerpos sustancialmente homogéneos usando el procedimiento de
hibridoma primero descrito por Kohler y Milstein, Nature 256: 495 (1975) o pueden elaborarse por procedimientos de
ADN recombinante. En el procedimiento de hibridoma, un ratén u otro animal huésped apropiado, esta inmunizado
para facilitar linfocitos que son capaces de producir anticuerpos que se unen especificamente al antigeno usado para
inmunizacién. Alternativamente, los linfocitos pueden inmunizarse in vitro. Los linfocitos se fusionan con células de
mieloma usando un agente de fusion adecuado, tal como polietilenglicol, para formar una célula de hibridoma. Los
anticuerpos pueden aislarse también de animales transgénicos que albergan genes de inmunoglobulinas humanos.

Los anticuerpos o fragmentos de anticuerpo se pueden aislar también usando tecnologia de biblioteca de anticuerpos
basada en presentacion, en la que se seleccionan fragmentos de anticuerpos exponiendo una biblioteca de tales
anticuerpos presentada en la superficie de fagos, levadura u oftra célula huésped, al antigeno de interés y aislando
aquellos fragmentos de anticuerpo que se unan a la preparacion antigénica. Una biblioteca de presentacion es una
coleccion de entidades; cada entidad incluye un componente polipeptidico accesible y un componente recuperable
que codifica o identifica el componente peptidico. Muchos fragmentos de anticuerpos se han mostrado en la superficie
de entidades que llevan el material genético que codifica el fragmento de anticuerpo dentro de la entidad, tales como
bacteriofagos. Este formato se llama "presentacion de fagos". La presentacion de fagos se describe, por ejemplo, en
Ladner y col., patente de EE. UU. N.%: 5.223.409; Smith (1985) Science 228: 1315-1317. Otros formatos de
presentacion usan fusiones de péptidos-acidos nucleicos. Se pueden generar condensaciones de polipéptidos-acidos
nucleicos por la traduccion in vitro de ARNm que incluye un grupo de puromicina unido covalentemente, por ejemplo,
como se describe en Roberts y Szostak (1997) Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 94: 12297-12302 y Patente de los EE.UU.
N.°: 6.207.446. El ARNm puede transcribirse de forma inversa en ADN y reticularse al polipéptido. En otro formato de
presentacion la biblioteca es una biblioteca de presentacion de células. Las proteinas se presentaron en una célula,
por ejemplo, una célula eucariota o procariota. Las células procariotas a modo de ejemplo incluyen células de E. col,
células de B. subtilis, esporas, células eucariotas a modo de ejemplo incluyen levaduras tales como Saccharomyces
cerevisiae, Hansenula polymorpha, Pichia pastoris, Kluyveromyces lactis, células de insectos y células de mamiferos.
Procedimientos para la presentacion de fragmentos de anticuerpos y la construccion de bibliotecas de anticuerpos en
diversos formatos se describen bien en la bibliografia y se conocen por aquellos expertos en la técnica.

c. Ildentificacion de elementos compatibles de emparejamiento en paneles de anticuerpos reactivos a
antigenos

Anticuerpos con secuencias de region variable compatible de emparejamiento y por lo tanto comportamiento de
emparejamiento adecuado de regiones variables, se identifican por diversos procedimientos que se revelan en este
documento. En una primera aproximacion, los anticuerpos con regiones variables compatibles de emparejamiento se
seleccionan de paneles de anticuerpos especificos de antigenos (en los que el antigeno puede ser un antigeno diana
definido pero también una coleccion de diferentes antigenos y el panel contiene al menos dos anticuerpos), como
sigue. Las secuencias de regiones variables pesadas y ligeras se determinan e inspeccionan para encontrar clones
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con dominios variables de cadena ligera o pesada idénticos o altamente similares. Si la secuencia de aminoacidos de
parte de la region variable completa es idéntica para dos anticuerpos, los dos anticuerpos dados tienen una region
variable compatible de emparejamiento. En otro enfoque, se identifican las regiones variables compatibles de
emparejamiento en secuencias de aminoacidos que parecen relacionadas pero tienen diferencias de aminoacidos: por
ejemplo si hay diferencias en la secuencia de aminoacidos pero se usa la misma linea germinal o un segmento de linea
germinal relacionada, o cuando regiones CDR altamente similares se usan, o si se encuentran similares pliegues
canonicos en algunas regiones CDR pero se usan segmentos de linea germinal diferentes, las regiones variables
pueden comprender aun regiones variables compatibles de emparejamiento. Esto se confirma intercambiando la(s)
region/regiones variable(s) entre los anticuerpos en el panel y midiendo la unién a antigenos de los nuevos pares.
Experimentalmente se pueden intercambiar cadenas ligeras o pesadas y partes de las mismas por procedimientos de
ADN recombinante tales como clonacion de ADN basada en enzimas de restriccion, mutagénesis basada en
oligonucledtidos, sintesis de genes y mutagénesis mediada por PCR, procedimientos que estan ampliamente
disponibles en la técnica. Los ensayos de unién que se pueden usar estan bien establecidos en la técnica y se conocen
por aquellos expertos en la técnica; algunos se describen mas adelante. Este procedimiento puede identificar casos en
los que ambas regiones variables pueden intercambiarse entre dos anticuerpos, tal como dos cadenas ligeras
relacionadas que se pueden intercambiar con ningun efecto o con un efecto aceptable sobre la afinidad. Puede
identificar también casos en los que solamente una de las regiones variables de los dos anticuerpos puede tolerar el
intercambio, por ejemplo una cadena ligera que se empareja funcionalmente con una o dos cadenas pesadas
solamente, mientras que la otra cadena ligera puede emparejarse funcionalmente con ambas cadenas pesadas. En
ese caso la ultima cadena ligera se puede usar para reemplazar la anterior no emparejada y asi crear dos anticuerpos
con regiones variables compatibles en emparejamiento. Emparejamiento funcional quiere decir que el emparejamiento
de region variable no tiene idealmente ningun efecto en la afinidad de unién a antigeno o en la especificidad de unién
a antigeno, pero puede estar permitida también una reduccion en la afinidad de < 10 veces y como maximo una
reduccion en afinidad de 100 veces, o cualquier mejora de afinidad.

En ofra realizacion, se identifican regiones variables compatibles de emparejamiento en paneles de anticuerpos sin
conocer o usar la secuencia de las regiones variables de los anticuerpos. Primero se crea una coleccion de variantes
de anticuerpos en la que todas las regiones variables se combinan con las otras regiones variables comparieras de los
anticuerpos en el panel. Después el efecto en la unién a antigeno se establece empiricamente, para identificar
aquellos anticuerpos que pueden emparejarse funcionalmente con las regiones variables de los otros anticuerpos en el
panel (Figura 2). Este procedimiento identifica regiones variables compatibles de emparejamiento que no se identifican
inmediatamente por comparacion de secuencias. En vez de usar las regiones variables compafieras derivadas de los
anticuerpos en el panel, también se pueden usar otras regiones variables comparieras. Por ejemplo la region variable
de cadena pesada de cada uno de los anticuerpos en el panel estda combinada con un conjunto de regiones variables
de cadena ligera elegidas, que consisten por ejemplo principalmente en segmentos codificados de linea germinal
representativos de una o mas de las familias de genes kappa o lambda de cadena ligera. Las regiones variables
compatibles de emparejamiento se identifican después rastreando las combinaciones para unién a antigeno y
puntuando si una region variable comun proporciona unioén a antigeno para el conjunto de anticuerpos deseado en el
panel. Estos procedimientos pueden estar basados en valoraciéon de unidn de antigenos de combinacién individual de
los genes de region variable, asi la coexpresion de dos regiones variables en el formato de anticuerpos deseado, o de
union a antigeno de combinaciones multiples de regiones variables derivadas de co-expresion en la misma célula
huésped. Por ejemplo dos regiones variables de cadena pesada de anticuerpos se pueden expresar dentro de la
misma célula huésped como cadena Fd y se pueden coexpresar con una cadena ligera y unién a antigeno para ambos
sitios de union a anticuerpos valorados. Adicionalmente, etiquetando diferencialmente las dos cadenas pesadas, por
ejemplo con etiquetas de epitopos tales como etiquetas derivadas de c-myc, VSV, HA etc., puede seguirse el
emparejamiento de las dos combinaciones H-L. Una aproximacion tal es adecuada para encontrar regiones variables
compatibles si esta disponible un ndmero limitado de anticuerpos de partida y permite el rastreo de colecciones
grandes de regiones variables comparieras.

Ejemplos de regiones variables compatibles compafieras son regiones V basadas en segmentos de linea germinal, o
regiones V que difieren por cambios en la secuencia de aminoacidos (por ejemplo con mutaciones somaticas u otras,
deleciones menores, adiciones, sustituciones). En tal caso el efecto del intercambio de la regién homadloga en el primer
anticuerpo puede diferir del efecto visto con el intercambio de la region homéloga en el segundo anticuerpo; por
ejemplo hay casos donde la afinidad se cambia a un nivel permitido solamente para uno de los dos anticuerpos y casos
donde esto tiene lugar para ambos anticuerpos. En una realizacion la region variable compatible comprende la region
variable de cadena ligera o parte de la region variable de la cadena ligera. En otra realizacion las regiones variables
compatibles comprenden la regién variable de cadena pesada o parte de la region variable de la cadena pesada.

Otra realizacién de una aproximacion para identificar regiones variables compatibles de emparejamiento en un panel
de anticuerpos es el siguiente. Primero la region variable de cada uno de los anticuerpos se coexpresa con una region
variable compariera derivada de los otros anticuerpos en el panel y se lleva a cabo un rastreo que detectara la
presencia de anticuerpo intacto (asi no hay union a antigeno). La formacion de anticuerpo intacto indica
emparejamiento entre las dos regiones variables; si no se recupera nada de anticuerpo intacto, esto indicara que las
dos regiones variables no estan emparejadas dentro de la célula huésped. El rastreo se puede usar para identificar
anticuerpos que presentan regiones variables que no se pueden emparejar entre si en el formato de anticuerpo
elegido, es decir como fragmentos Fab expresados en E. coli o como moléculas de IgG expresadas en células
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eucariotas. Cuando se coexpresan los 4 genes de region variable, solamente tienen lugar las interacciones analogas y
los genes de region variable son compatibles en emparejamiento.

d. Anticuerpos con regiones variables compatibles de emparejamiento de bibliotecas de anticuerpos

En ciertas realizaciones, los anticuerpos con regiones variables compatibles estan seleccionados de bibliotecas de
anticuerpos sintéticos con una probabilidad alta de identificar anticuerpos con tales elementos. Las bibliotecas de
anticuerpos sintéticos son colecciones de anticuerpos que se han diversificado sintéticamente (por ejemplo, usando
mutagénesis dirigida a sitio o sintesis de genes basada en PCR usando oligonucledtidos mutagenizados) en
regiones/localizaciones definidas dentro de sus regiones variables. En una realizacion el disefio de la diversidad
introducida dentro del repertorio de anticuerpos primarios es tal que al menos una parte de una region variable y
preferentemente una region variable completa no esta diversificada, mientras que el area resultante contiene la
diversidad (ejemplos en Figuras 3, 4a, 4c y 4d). Ejemplos de tales bibliotecas son bibliotecas basadas en genes de
regiones variables humanas, por ejemplo un conjunto de 49 genes de cadena pesada diferentes con diversidad
introducida en el VH-CDR3, todos combinados con una cadena ligera individual (Hoogenboom, H.R. y cols. (1992) J
Mol Biol 227: 381-388). Los anticuerpos seleccionados de tales repertorios contendran por disefio regiones variables
compatibles de emparejamiento. Tales repertorios se pueden crear por procedimientos de ADN recombinante y se
pueden presentar sobre la superficie del fago, las células, las esporas, los ribosomas o se pueden crear en ratones
transgénicos llevando solamente diversidad parcial en la composicion del gen V. La diversidad de sintesis se puede
introducir en todos los residuos de CDR, en un subconjunto de residuos de CDR, es decir aquellos con exposicion
disolvente significativa y puede disefiarse para codificar todo o un subconjunto de aminoacidos, es decir aquellos que
se observan cominmente en los CDR de anticuerpos naturales. Un ejemplo de tal biblioteca de anticuerpos adaptada,
con un armazon de dominio variable de cadena pesada y un dominio variable de cadena ligera fijo y con un nimero
limitado de residuos de CDR de cadena pesada variegados con un ndmero limitado de anticuerpos codificantes se
describe en J Mol Biol 338: 299-310 y en el documento WO 03/102157A2. Como alternativa a bibliotecas con
diversidad de sintesis en una region variable, también se pueden usar bibliotecas con diversidad natural, o
combinaciones de diversidad natural y de sintesis (por ejemplo diversidad de sintesis en CDR1 y CDR2 y diversidad de
sintesis en CDR3) en una region variable.

En una realizacion se obtienen anticuerpos con regiones variables compatibles de emparejamiento seleccionando
primero un anticuerpo de dominio individual especifico de antigeno y proporcionando después este con un segundo
dominio que se emparejara con el primero para formar una molécula de dos dominios (ejemplos en la Figura 4b en 4e).
Se aislan preferentemente anticuerpos de dominio individual a partir de repertorios de presentacion in vitro hechos de
repertorio de dominio Unico de ciertos fragmentos de region variable humana, tales como repertorios de VH humanas
o de VL humanas. En otra realizacién se aislan anticuerpos de dominio individual a partir de repertorios de VHH no
inmunizados, inmunizados o sintéticos, basado en dominios de cadenas pesadas de anticuerpos desprovistos de
forma natural de cadenas ligeras (por ejemplo anticuerpos de camellos, de llamas o de algunos tiburones). Se pueden
combinar anticuerpos basados en VH de dominio individual con actividad de unién a antigenos por medio de
tecnologia de ADN recombinante con una cadena ligera individual, un repertorio pequefio de cadenas ligeras, una
coleccion elegida de cadenas ligeras o un gran repertorio de cadenas ligeras, preferentemente de naturaleza humana.
Variantes de unién a antigeno de dominios individuales ahora forzados a contener una cadena ligera emparejada, se
pueden aislar usando tecnologia de presentacion basada en procedimientos equivalentes. En otra realizacion se
combinan anticuerpos basados en VH de dominio individual con actividad de uniéon a antigenos por medio de
tecnologia de ADN recombinante con una cadena ligera individual, un repertorio pequefio de cadenas ligeras, una
coleccion elegida de cadenas ligeras o un gran repertorio de cadenas ligeras, preferentemente de naturaleza humana.
Variantes de unién a antigeno de dominios individuales ahora forzados a contener una cadena pesada emparejada, se
pueden aislar usando tecnologia de presentacion basada en procedimientos equivalentes. En las realizaciones de la
Figura 5, las variantes derivadas de la misma via de aislamiento compartiran siempre una secuencia de region
variable, asi seran capaces de proporcionar emparejamiento funcional cuando se pongan en el contexto de regiones
variables multiples de emparejamiento.

Si al menos una parte de una region variable y preferentemente una region completa no esta diversificada, mientras el
resto de la(s) region/regiones variable(s) contienen la diversidad, los anticuerpos de unién a antigenos seleccionados
que vienen de tales repertorios contendran por disefio regiones variables compatibles de emparejamiento. En muchos
de los enfoques en la bibliografia usados para construir anticuerpos de afinidad alta a partir de bibliotecas de
anticuerpos sintéticos, la diversidad en la biblioteca inicial se construye por todos los genes de regién variable de
anticuerpos y en particular en la mayoria de las seis CDR. Dependiendo de la elaboracién genética de estas
bibliotecas, habria una probabilidad superior o inferior de identificar anticuerpos con regiones variables compatibles de
emparejamiento. Se pueden disefiar bibliotecas para ajustar especificamente esta aplicacion nueva, introduciendo
diversidad en una region variable solamente y no diversificar adicionalmente la region variable compartida, incluso en
procedimiento de maduracién de afinidad adicionales. Se usan preferentemente bibliotecas en las que la diversidad
esta restringida a las tres CDR en una cadena. La regién variable compariera es después preferentemente una region
codificada por genes de la linea germinal o un pequefio conjunto de regiones codificadas por genes de la linea
germinal sin cualquier diversidad adicional. En la biblioteca principal o en las bibliotecas de seguimiento, se puede
introducir diversidad en aquellas areas de las regiones V de anticuerpos que es menos probable que interactien con la
cadena compafiera, para incrementar asi las probabilidades para encontrar anticuerpos de unién a antigenos con alta
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afinidad pero regiones variables que se emparejan bien.

Los anticuerpos con una alta probabilidad de contener regiones variables compatibles de emparejamiento pueden
también enriquecerse a partir de repertorios de anticuerpos no influidos en su elaboracién genética, por combinaciones
de selecciones y por reordenamiento de preferentemente la region V completa de una poblacién dada o de un clon
dado (ejemplificada en la Figura 5). Esto se enriquecera por aquellos anticuerpos especificos de antigenos con una
probabilidad alta de contener regiones variables compatibles de emparejamiento, por ejemplo debido a que son
tolerantes en su emparejamiento con la region reordenada mantendran aun unién a antigenos, o debido a que es
menos probable que la region reordenada contribuya a unién a antigenos. Por ejemplo, una biblioteca de Fab de
anticuerpo se enriquece primero en antigeno y las cadenas pesadas seleccionadas obtenidas después de una o mas
rondas de seleccion se recombinan después con el repertorio de cadenas ligeras seleccionadas o no seleccionadas
(lineas discontinuas en Figura 5) y seleccionadas de nuevo en antigeno (Figura 5, etapa 4). De esta manera los
dominios de cadena pesada variable de anticuerpos seleccionados tendran la propensién a unirse al antigeno de
forma relativamente independiente de la cadena ligera a la que estan emparejados. Los anticuerpos para un primer y
segundo antigeno se pueden identificar usando la seleccion descrita anteriormente y el experimento de
reordenamiento, seguido por un rastreo como anteriormente, para detectar uniéon de antigenos de las cadenas
pesadas seleccionadas en combinacion con una coleccion de cadenas ligeras. Alguien puede identificar aquellos
anticuerpos que se unen bien al primero o bien al segundo antigeno de forma relativamente independiente de la
cadena ligera, o en presencia de un miembro de familia de cadenas ligeras relacionada. Debido a la dominancia de la
cadena pesada en unién a antigenos en estos anticuerpos, muchas de las cadenas ligeras es probable que se
emparejen funcionalmente con las regiones variables de multiples cadenas pesadas. La co-expresion de anticuerpos
con una region variable que estd mediando unién a antigenos (tal como la VH) y en la que el dominio compafiero no
esta implicado o no es importante para unién a antigeno (tal como la VL), conducira de forma similar a la formacién de
principalmente o solamente sitios de unién funcionales).

En otra realizacion la invencion describe un procedimiento para obtener anticuerpos con regiones variables pesada y
ligera que preferencialmente o en el mejor caso, exclusivamente, se emparejan entre si y no con las regiones variables
ligeras y pesadas respectivas de uno o mas anticuerpos, por ejemplo aquellos que se coexpresan en el mismo
huésped. Tal seleccion se puede hacer para presentar metodologia, pero también usando una via de seleccion
intracelular que se basa en la coexpresion de cadenas ligeras de anticuerpos y de cadenas Fd en la misma célula,
permitiendo competicion entre las cadenas y rescate de la combinacion por medio de presentaciéon de fagos o por
medio de cualquier otra via adecuada. El emparejamiento preferencial o idealmente exclusivo que se encuentra en los
anticuerpos fieles ayudara en la formacién de sitios de unién principalmente o solamente funcionales cuando se
coexpresan tales anticuerpos. Este procedimiento permite esencialmente un nivel alto de sitios de unién a anticuerpos
funcionales para formar incluso cuando se usan genes de regiones variables que tienen composiciones muy distintas.
Se describe aqui un procedimiento para identificar anticuerpos con comportamiento de emparejamiento deseado en
base a seleccion de competicion . Los anticuerpos se seleccionan a partir de una biblioteca de fragmentos de
anticuerpo, llevando a cabo una seleccién directamente en una célula huésped que coexpresa diferentes anticuerpos.
Por ejemplo cuando se aplica para usar bibliotecas de bacteriéfagos este concepto es el siguiente. Las bacterias se
proporcionan con un genoma de fago o de fagémido que lleva los genes que codifican un fragmento Fab en una
manera tal que tras la expresion, una de las cadenas se unira a una particula de fagos. En la misma célula huésped, se
coexpresan otros fragmentos Fd de cadenas pesadas y/o ligeras de anticuerpos, por ejemplo los genes de Fab que
codifican un anticuerpo dado, o cualquier conjunto de anticuerpos multiple. Por ejemplo considerar co-expresion de
dos Fab en la misma célula, una de las cuales esta unida por medio de su cadena pesada (fragmento Fd,
esencialmente VH-CH1) a la proteina de recubrimiento de fago. Como una consecuencia de esta co-expresion, tiene
lugar competicion dentro de la misma célula (en este caso en el periplasma) entre las dos cadenas ligeras por el
emparejamiento a la cadena Fd unida a fago. Adicionalmente, la cadena pesada soluble del Fab que compite sera
capaz de emparejarse con ambas cadenas ligeras presentes en la misma célula. En este sistema las particulas de
fagos con actividad de union a antigeno tendran lugar con diferentes tipos de emparejamientos. Primero, si la cadena
ligera correcta se emparejara con su cadena pesada compafiera solamente en el fago (emparejamiento exclusivo) y en
segundo lugar, si la cadena pesada en la superficie del fago es dominante en unién a antigeno y tolerante para
emparejamiento, la uniéon de antigenos que se producen produccion sera virtualmente independiente de con qué
cadena ligera se emparejen. Funcionalmente tales pares de anticuerpos se comportaran de la misma manera. En el
caso de la primera situacidon, cuanto menores sean las interacciones entre compafieros de los dos pares de
anticuerpos respectivos, mayor es la proporcion de Fab funcional en el fago. El procedimiento descrito puede estar
dirigido adicionalmente a anticuerpos con preferentemente un emparejamiento exclusivo, proporcionando etiquetas en
las cadenas y enriquecimiento o deplecién para combinaciones particulares (por ejemplo deplecidon para aquellos
fagos que llevan las cadenas ligeras competidoras por medio de una etiqueta Unica presente en estas cadenas). Este
procedimiento cuando se aplica al aislamiento de anticuerpos por medio de la seleccion de una biblioteca de fagos de
Fab, proporcionara una frecuencia alta de anticuerpos que tendran un comportamiento apropiado y rendimiento
funcional alto cuando se producen como mezcla por co-expresion. El uso de competicion-seleccion para desviar los
anticuerpos seleccionados a ser compatibles en co-expresion, se puede aplicar también a otras bibliotecas de
presentacion (por ejemplo bibliotecas de presentacion de levaduras) y a sistemas de bibliotecas in vitro basados en
presentacion de ribosomas o en presentacion de ARNm (sistema de puromicina), con procedimientos de rastreo o
seleccion de anticuerpos que reconocen antigeno como se describe de forma extensiva en la técnica. Adicionalmente
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el procedimiento descrito de competicion-seleccion de fragmentos de anticuerpos para emparejamiento mejorado (o
seleccion de antigenos y emparejamiento compatible) usando presentacion de fagos se puede traducir facilimente en
un sistema de seleccion intracelular (periplasmica) basado en complementacion de proteinas o enzimas. En tales
aproximaciones, enzimas fragmentados, complementarios o autoinhibidores se usan para dirigir la seleccion de
moléculas de interaccion que se condensan a los componentes del sistema de seleccion. Solamente cuando hay una
interaccion de una fuerza minima llegara a activarse la proteina o la enzima y en condiciones de seleccion apropiadas,
las células sobreviviran. Tales procedimientos se han descrito por ejemplo para las enzimas beta-lactamasa y DHFR,
con sus aplicaciones en la seleccion de anticuerpos o fragmentos de ADNc expresados que presentan un
comportamiento de union particular. Por ejemplo se ha descrito seleccion competitiva para la maduracion de afinidad
de anticuerpos en el sistema TACZYME de Kalobios Inc. En la invencién actual, no es la unién a antigeno sino la
fuerza de emparejamiento la que puede hacerse la fuerza selectiva para una poblaciéon dada de anticuerpos presentes
en tal sistema.

En una realizacion preferida se usa el procedimiento para identificar anticuerpos nuevos de bibliotecas de fagos que
muestran regiones variables compatibles de emparejamiento con un anticuerpo existente que tiene secuencias de
region variable dadas. El anticuerpo con la especificidad antigénica conocida esta clonado para co-expresion como
fragmento Fab en célula huésped que expresa colectivamente una biblioteca de presentacion de fagos de anticuerpos
de Fab humanos. Esto puede hacerse proporcionando la casete de expresién de Fab en un plasmido que es
compatible con la presencia de un genoma de fago o de fagémido, tal como el plasmido basado en pBR322. Las
células huésped que albergan este plasmido se infectan después con las particulas de fagos que codifican una
biblioteca de Fab humanos clonados por ejemplo en un vector de fagémido tal como pUC 119, o en un vector de fago
tal como fd-tet-DOG1. Mientras se expresa el fragmento Fab que compite, se recogen las nuevas particulas de fagos
(después de infeccidon con fago ayudante si es apropiado) a partir de este cultivo. Estas particulas se usan para
seleccion en antigeno y el fago resultante se reinfecta dentro de células que albergan el fragmento Fab competidor.
Después de unas pocas rondas reiterativas, los Fab de fagos se rastrean por unién a antigeno en un ensayo de union;
el comportamiento de emparejado entre los Fab reactivos y las regiones variables del Fab que compite pueden
ponerse a prueba adicionalmente por ensayos de coexpresion y de union. El formato preferido para esta seleccion es
el formato Fab y no el formato scFv, principalmente debido a que para la mayoria de las aplicaciones los anticuerpos
de tipo IgG completos necesitaran establecer que tienen interacciones entre las cadenas que albergan las regiones
variables que imitan aquellas vistas en el formato Fab. La Figura 6 representa un ejemplo de como este procedimiento
trabaja por dos Fab que compiten con anticuerpos en una biblioteca de fagos.

Este procedimiento requiere algunas etapas de optimizacion, por ejemplo el uso de un mutante CH1 con afinidad
reducida por su CL y Fab que no presentan un puente disulfuro intermolecular de tal formar que el emparejamiento
permanecera no covalente. Los residuos posicionados en la region de interfase CH1-CL pueden estar mutados de tal
forma que la afinidad entre estos dos dominios esta reducida, por ejemplo 10 veces o 100 veces y como un resultado
en el formato de Fab el emparejamiento de los dominios variables llegara a ser mas dominante en dirigir las dos
cadenas conjuntamente. Los anticuerpos seleccionados de tales bibliotecas de Fab mutadas, o de bibliotecas de Fv en
las que no hay asociacion covalente entre las dos regiones variables, pueden estar influidos hacia un comportamiento
de emparejamiento preferencial.

En una realizacién adicional la invencion comprende la creacién de bibliotecas de anticuerpos en las que se hacen
provisiones para mediar el emparejamiento Unico entre las cadenas pesada y ligera, de tal forma que es improbable
que interactien con anticuerpos derivados de una composicion "regular® o de una composicion influida no
deliberadamente. Un ejemplo de tal provision es un par CH3-CH3 manipulado con ensamblaje de botdn en ojal, en el
que se proporciona un dominio con un aminoacido con una cadena lateral grande, voluminosa (por ejemplo una
tirosina; el botdn) que sobresale afuera hacia la regiéon de interfase, mientras que el otro dominio en la posicion
equivalente estructural, porta una o mas mutaciones (por ejemplo tres) para crear un ojal dentro del que se ajustara el
"boton". Ejemplos de tales interfases de dominios manipuladas se han publicado también para regiones variables (Zhu
y cols. (1997) Protein Science 6: 781-788). Se mostrd que los efectos de mutantes de una interfase de dominio son
dependientes del contexto (anticuerpo), lo que proporciona ademas una oportunidad para manipular las interacciones
de dominio de region variable en una manera especifica de anticuerpo, en un modo tal que cuando se permitan
emparejarse pares de genes de anticuerpos variables, principalmente o solamente se recuperan los emparejamientos
analogos. Como alternativa instalar un enlace disulfuro entre los dominios puede mediar un emparejamiento
preferencial. Como alternativa, se introducen reemplazamientos de carga en las regiones estructurales, o
combinaciones de estos con mutaciones complementarias estéricamente, para desfavorecer emparejamiento erréneo
con una, y/o emparejamiento mas favorable con la otra region variable compafiera. Se han descrito anteriormente
procedimientos de seleccion con bibliotecas mutantes e incluyen la selecciéon de las bibliotecas de dominios en
antigenos por medio de presentacion de fagos de las regiones variables emparejadas (en scFv o Fab o, formato IgG),
o presentacion de ribosomas de los fragmentos scFv, o selecciones en base a la interaccion en si misma en lugar de
aquella con antigeno. Un ejemplo de lo ultimo se describe para heterodimeros seleccionados del dominio CH3 de
inmunoglobulina gamma-1 (Atwell y cols. (1997) J Mol Biol 270: 26-35), que es aplicable para la presente invencion
como sigue: encender y apagar las regiones variables que deberian y no deberian interaccionar (dependiendo de cual
de ellas nos gustaria seleccionar, repulsién o atraccion/emparejamiento) se presenta en fago (preferentemente como
cadena VLCL o como cadena VHCH1), mientras que la otra se marca genéticamente y se produce en solucion
(preferentemente como VHCH1 o como VLCL). La interaccion entre las dos regiones variables puede seleccionarse
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para usar protocolos de seleccion de fagos estandar y reactivos anti-etiqueta. Se puede usar co-expresion con un par
de regiones variables competidoras no marcadas como se describe anteriormente para dirigir la seleccion hacia pares
de region variable que se emparejan exclusivamente ente si.

En ofra realizacion de sitios de unién con comportamiento de emparejamiento apropiado, los autores describen aqui el
uso de anticuerpos derivados de bibliotecas VH-VH por un lado y de bibliotecas VL-VL por el otro; o el uso de
bibliotecas quiméricas en las que estan intercambiados elementos (una o mas regiones CDR) entre VH y VL. En ofra
realizacioén la invencién comprende la creacion de dos bibliotecas de anticuerpos con provisiones tales hechas para
mediar emparejamiento Unico entre las cadenas pesadas vy ligeras, tal que cuando los anticuerpos de estas bibliotecas
se coexpresan, se emparejaran preferentemente con el compafiero correcto.

Las bibliotecas de anticuerpos citadas pueden tomar diversas formas. Como una fuente de anticuerpos, se puede usar
una biblioteca humana sin inmunizar, tal como las bibliotecas de anticuerpos descritas por Griffiths (Griffiths, A.D. y
cols. (1993) EMBO J 12: 725-734), Vaughan (Vaughan, T.J. y cols. (1996) Nat Biotechnol 14: 309-314) o de Haard (de
Haard, H.J. y cols. (1999) J Biol Chem 275 (274): 18218-18230). Tanto las cadenas pesadas como las ligeras en estas
bibliotecas se derivan de los repertorios de genes V reordenados derivados del ARNm de linfocitos de sangre
periférica (PBL) a partir de seres humanos no inmunizados y son por lo tanto altamente diversas. Como alternativa
como una fuente de anticuerpos se usa un huésped o paciente inmunizado con respuesta humoral influida (por
ejemplo pacientes con infecciones, enfermedades autoinmunes etc.). En bibliotecas inmunes hechas de un animal
inmunizado frente a los haptenos, se mostré que muchos de los clones eran promiscuos y permitieron el
emparejamiento de las cadenas pesada y ligera seleccionadas originalmente con cadenas compafieras derivadas de
otros clones seleccionados. Asi los anticuerpos con regiones variables compatibles pueden estar mas frecuentemente
en tales bibliotecas inmunitarias que en bibliotecas no inmunitarias.

La seleccion citada y las tecnologias de rastreo de anticuerpos recombinantes y sus fragmentos estan bien
establecidas en el campo. Los polipéptidos especificos de antigeno se pueden identificar a partir de bibliotecas de
presentacion por rastreo directo de la biblioteca, o pueden seleccionarse primero en antigeno para incrementar el
porcentaje de clones reactivos de antigenos. El procedimiento de seleccion puede llevarse a cabo por diversas
técnicas bien conocidas en la técnica, incluyendo usar el antigeno unido a una superficie (por ejemplo, una superficie
de plastico, como en fijacion), o usando el antigeno unido a una particula de fase sdlida que puede aislarse sobre la
base de las propiedades de las perlas (por ejemplo, perlas de latex coloreadas o particulas magnéticas), o por
clasificacion celular, especialmente clasificacion celular activada por fluorescencia (FACS). Como sera patente para
alguien experto en la técnica, el reactivo de afinidad especifico de antigeno puede unirse directa o indirectamente (por
ejemplo, por medio de un anticuerpo secundario) a la tincién, sustrato, o particula. Los procedimientos de seleccion se
han descrito selectivamente en la bibliografia (véase, por ejemplo, Hoogenboom, (1997) Trends Biotechnol. 15:
62-70). Otras publicaciones describen la produccion de anticuerpos humanos de alta afinidad (intervalo nanomolar) de
colecciones muy largas de anticuerpos y la maduracion de afinidad de estos anticuerpos por reorganizacion de las
cadenas u otras aproximaciones (revisadas en, por ejemplo, (Hoogenboom, H.R. y cols. (2000) Immunol Today 21:
371-378)). La union de anticuerpos a sus respectivos antigenos puede llevarse a cabo usando técnicas de ensayo
basadas en anticuerpos, tales como técnicas de ELISA, prueba de bandas de Western, inmunohistoquimica, analisis
por Resonancia de Plasmoén Superficial (SPR), cromatografia de afinidad y simulares, de acuerdo con procedimientos
conocidos por aquellos expertos en la técnica (véase, por ejemplo Sambrook y cols., 1989 Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, 22 ed. Cold Spring Harbor Laboratory Press). Estas técnicas son alternativas viables a las técnicas
de hibridoma tradicionales para aislamiento de anticuerpos "monoclonales" (especialmente cuando se requieren
anticuerpos humanos) que estan abarcadas por la presente invencion.

Lo siguiente describe realizaciones posibles de ensayos a modo de ejemplo para ensayos de unién: ELISA.
Polipéptidos codificados por una biblioteca de presentacion pueden rastrearse después por una propiedad de unioén
usando un ensayo de ELISA. Por ejemplo, cada polipéptido se pone en contacto con una placa de microvaloracion
cuya superficie del fondo se ha revestido con la diana, por ejemplo, una cantidad limitante de la diana. La placa se lava
con tampon para eliminar polipéptidos unidos no especificamente. Después la cantidad del polipéptido unido ala placa
se determina sondeando la placa con un anticuerpo que puede reconocer el polipéptido, por ejemplo, una etiqueta o
parte constante del polipéptido. El anticuerpo esta unido a una enzima tal como fosfatasa alcalina, que produce un
producto colorimétrico cuando se proporcionan los sustratos apropiados. El polipéptido se puede purificar a partir de
células o se puede ensayar en un formato de biblioteca de presentacion, por ejemplo, como una fusiéon a un
revestimiento de bacteriéfago filamentoso. En otra version del ensayo de ELISA, cada polipéptido de una biblioteca se
usa para cubrir un pocillo diferente de una placa de microvaloracion. El ELISA después se lleva a cabo usando una
molécula diana constante para consultar cada pocillo.

Resonancia de Plasmoén Superficial (SPR). La interaccion de union de una molécula aislada de biblioteca de diversidad
de hebras con una diana puede analizarse usando SPR. Por ejemplo, después de secuenciacion de un miembro de
biblioteca de presentacién presente en una muestra y verificado opcionalmente, por ejemplo, por ELISA, el polipéptido
presentado se puede producir en cantidad y se puede ensayar para unir la diana usando SPR. SPR o Analisis de
Interaccion Biomolecular (BIA) detecta interacciones bioespecificas en tiempo real, sin marcar cualquiera de los
interactuantes. Cambios en la masa en la superficie de union (indicadores de un evento de union) del chip de BIA dan
como resultado alteraciones del indice de refraccion de la luz cerca de la superficie (el fendmeno optico de la
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resonancia de plasmén superficial). Los cambios en la refractividad generan una sefial detectable, que se mide como
una indicacion de reacciones en tiempo real entre moléculas biolégicas. Procedimientos para usar SPR se describen,
por ejemplo, en la Patente de los EE.UU. N.°: 5.641.640; Raether (1988) Surface Plasmon Springer Verlag; Sjolander
and Urbaniczky (1991) Anal. Chem. 63: 2338-2345; Szabo y cols. (1995) Curr. Opin. Struct. Biol. 5: 699-705 y recursos
en Internet proporcionados por BlAcore International AB (Uppsala, Suecia). La informacion de SPR se puede usar para
proporcionar una medida segura y cuantitativa de la constante de disociacion en el equilibrio (Kq) y parametros
cinéticos, incluyendo kon Y kofr, para la unién de una biomolécula a una diana. Tales datos se pueden usar para
comparar biomoléculas diferentes. Por ejemplo, las proteinas codificadas por acidos nucleicos seleccionadas de una
biblioteca de hebras de diversidad pueden compararse para identificar individuos que tienen afinidad alta por la diana
0 que tienen una ko lenta. Esta informacidon se puede usar también para desarrollar relaciones estructura-funcion
(SAR). Por ejemplo, los parametros de union cinético y en el equilibrio de versiones maduradas de una proteina
parental pueden compararse con los parametros de la proteina parental. Pueden identificarse aminoacidos variantes
en posiciones dadas que correlacionan con parametros de union particulares, por ejemplo, afinidad mas alta y Ko
lenta. Esta informacion puede combinarse con modelizacion estructural (por ejemplo, usando modelizacién de
homologia, minimizacion de energia, o determinacion de estructura por cristalografia o RMN). Como un resultado, una
comprension de la interaccion fisica entre la proteina y su diana puede formularse y usarse para guiar otros
procedimientos de disefo.

Ensayos de union homogéneos. La interaccion de union del polipéptido candidato con una diana se puede analizar
usando un ensayo homogéneo, es decir, después de que estan afadidos todos los componentes del ensayo, no se
requieren manipulaciones de fluidos. Por ejemplo, transferencia de energia de resonancia de fluorescencia (FRET) se
puede usar como un ensayo homogéneo (véase, por ejemplo, Lakowicz y cols., Patente de los EE.UU. N.°: 5.631.169;
Stavrianopoulos y cols., Patente de los EE.UU. N.°: 4.868.103). Otro ejemplo de un ensayo homogéneo es Alpha
Screen (Packard Bioscience, Meriden CT). Alpha Screen usa dos perlas marcadas. Una perla genera oxigeno singlete
cuando se excita con un laser. La otra perla genera una sefial luminica cuando el oxigeno singlete difunde desde la
primera perla y choca con ella. La sefial solamente se genera cuando las dos perlas estan en proximidad. Una perla
puede unirse al miembro de la biblioteca de presentacion, el otro a la diana. Las sefiales se miden para determinar el
grado de unidn. Los ensayos homogéneos se pueden llevar a cabo mientras que el polipéptido candidato esté unido al
vehiculo de la biblioteca de presentacion, por ejemplo un bacteriofago.

Rastreo automatizado. Los procedimientos y composiciones proporcionados en el presente documento son también
adecuados para rastreos automatizados de bibliotecas de diversidad para encontrar clones con regiones variables
compatibles de emparejamiento. Por ejemplo, una biblioteca de presentacion de Fab o scFv se puede rastrear en
busca de miembros que se unen a una molécula diana. La biblioteca puede rastrearse directamente o seleccionarse
primero en antigeno una o varias veces. Los aglutinantes a partir de una primera ronda de rastreo pueden amplificarse
y re-rastrearse, una o mas veces. Los aglutinantes a partir de una segunda ronda o a partir de rondas subsiguientes se
aislan individualmente, por ejemplo, en una placa de multipocillos. Cada aglutinante individual puede someterse a
ensayo después para union a la molécula diana, por ejemplo, usando ELISA, una ensayo de unidon homogéneo, o un
ensayo de proteinas. Estos ensayos de clones individuales pueden automatizarse usando robots. Las secuencias de
los clones seleccionados se pueden determinar usando robots y cebadores oligonucleotidicos que permiten leer las
secuencias de region variables de los clones seleccionados. Los resultados del ensayo y las secuencias se pueden
almacenar en un sistema de computadora y se pueden evaluar a simple vista o usando software, por ejemplo, para
identificar clones que cumplen con parametros particulares (por ejemplo, por afinidad de unién y/o especificidad de
union y por homologia de secuencia).

e. Forzar emparejamiento apropiado de regiones variables de anticuerpos por medio de mutacion y seleccion

Hay casos donde los anticuerpos con secuencias de region variable, especificidad de antigeno y afinidad de antigeno
estan disponibles, pero donde no se puede lograr comportamiento de emparejamiento con las secuencias existentes.
Algunos de los procedimientos mencionados anteriormente se pueden aplicar para resolver esto, en particular el
rastreo de un panel combinatorio de pares de region variable para encontrar fortuitamente pares compatibles, o la
seleccion de anticuerpos nuevos que tienen el comportamiento de emparejamiento deseable, por ejemplo usando
seleccion de competicion con uno de los anticuerpos de la especificidad definida. En esos ejemplos donde no hay una
opcion deseable y preferentemente se usan los anticuerpos existentes, se pueden usar los siguientes procedimientos
para crear regiones variables compatibles de emparejamiento para el conjunto de anticuerpos a producirse como una
mezcla Oligoclonics™.

Primero de todo, se puede influir sobre el emparejamiento usando variantes de Fv de cadena simple de los
anticuerpos. La provisiéon de un engarce entre region variable de cadenas pesada y ligera incrementara la probabilidad
de que los dos dominios se emparejen el uno con el otro, en vez de emparejarse con moléculas no unidas o con otras
moléculas Fv de cadena individual de la misma o de diferente especificidad presentes en la misma célula. Si tales
moléculas se condensan a regiones Fc y se coexpresan en la misma célula huésped, el resultado es una mezcla de
moléculas scFv-Fc que estan emparejadas por medio de la region Fc de la cadena pesada, formando moléculas
monovalentes o biespecificas. Hay también una solucion alternativa que no se basa en emparejamiento en el formato
scFv. Con un conjunto de anticuerpos dados por el Ejemplo 3, una mezcla de anticuerpos constituida esencialmente
por moléculas formateadas de IgG se puede hacer marcando los genes de la region variable compatibles unos con
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otros. Primero se determina la secuencia de las cadenas ligeras de anticuerpo y la cadena que es la mas comun para
la secuencia de las otras dos regiones variables de cadena ligera, o la mas cercana a su secuencia de aminoacidos de
linea germinal identificados. Para los dos anticuerpos que llevan la cadena ligera diferente, se crea una biblioteca de
cadenas pesadas que es diversa en las CDR incluyendo la CDR3 que produce una fraccion sustancial de las
interacciones entre secuencias de regiones variables pesadas y ligeras. Estas cadenas pesadas se combinan con la
cadena ligera no mutada, elegida en un formato que proporciona capacidades de expresion y rastreo, o presentacion y
seleccion. De tal manera, los dos anticuerpos que quedan estan forzados a aceptar la nueva cadena ligera, que podria
afectar emparejamiento y afinidad; la provision de mutaciones en las cadenas pesadas y la seleccion (bien por
separado como fragmentos scFv o Fab, o bien como Fab en competicion con su cadena ligera original en un
procedimiento descrito anteriormente para seleccion de competicion), se enriquecera para variantes que hayan
corregido una posible deficiencia en eficiencia de emparejado y/o pérdida de afinidad.

f. Anticuerpos con regiones variables compatibles de emparejamiento de ratones transgénicos

Es posible producir animales transgénicos (por ejemplo, ratones) que son capaces, tras la inmunizacioén, de producir
un repertorio completo de anticuerpos humanos en ausencia de produccion de inmunoglobulinas enddgenas.
Transferencia del disposicion de genes de inmunoglobulinas de la linea germinal humana en ratones mutantes que
llevan una delecién homocigotica del gen de la regiéon de unidn de la cadena pesada de anticuerpos (JH) y por lo tanto
no producen ya anticuerpos murinos, da como resultado la produccion de anticuerpos humanos tras la exposiciéon a
antigenos. Véanse, por ejemplo, Jakobovits y cols., Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 90: 2551-255 (1993); Jakobovits y
cols., Nature 362: 255-258 (1993). Los anticuerpos con regiones variables compatibles de emparejamiento pueden
identificarse de paneles de anticuerpos hechos en estos animales, o de tales anticuerpos y anticuerpos derivados de
otros procedimientos. Se contempla que los anticuerpos con regiones variables compatibles de emparejamiento
pueden identificarse incluso mas frecuentemente en ratones transgénicos que llevan solamente el locus de la cadena
pesadas o el locus de la cadena ligera y solamente un conjunto individual o limitado de cadenas compafieras elegidas;
en ese caso la inmunizacién conduciria a la generacion de anticuerpos que llevan todos una cadena comun
compatible. Los anticuerpos con regiones variables compatibles se identifican después usando los procedimientos
descritos en el presente documento. La eficiencia con la que tales anticuerpos pueden identificarse puede
incrementarse adicionalmente reduciendo la extensién de la hipermutacién somatica de la cadena o cadenas
companieras. Esto puede hacerse por ejemplo retirando las secuencias reguladoras que rodean las regiones variables,
o mutando los codones de las regiones variables de tal forma que los genes llegan a ser un sustrato menos probable
para la maquinaria de hipermutacion celular, o recogiendo las células B mas pronto después de las inmunizaciones.

Otro enfoque adicional es combinar las cadenas pesadas de los tres anticuerpos con un repertorio de cadenas ligeras
altamente diversas y rastrear los emparejamientos, si es necesario después de seleccién en antigeno, para cadenas
ligeras que mantienen emparejamiento funcional (y unioén a antigeno) y que comparten una secuencia comun. Esto se
puede llevar a cabo facilmente usando instalaciones automatizadas para ELISA de alto rendimiento, como se presenta
anteriormente.

g. Usos de anticuerpos con regiones variables compatibles de emparejamiento

Los anticuerpos con regiones variables compatibles de emparejamiento tienen muchas aplicaciones. Se revela en el
presente documento que la preparacién de una mezcla de anticuerpos funcionales deseada es factible cuando la
composicion de las cadenas pesadas o ligeras variables de los diversos anticuerpos se selecciona cuidadosamente
para contener regiones variables de anticuerpos que llevan regiones variables compatibles de emparejamiento tales
que el emparejamiento de las regiones variables de anticuerpos producen predominantemente sitios de unidn
funcionales. Después de seleccion de anticuerpos con regiones variables compatibles como se describe
anteriormente, los genes de region variable se pueden clonar en vectores de expresion que dirigiran la expresion de un
anticuerpo del formato deseado, IgG, IgA, IgM. En una realizacion la invencion describe la produccion de mezclas de
anticuerpos por la coexpresion de genes de region variable unidos operativamente a genes de region constante, en los
que estos genes de region variable codifican diferentes anticuerpos con regiones variables compatibles de
emparejamiento. Sin la seleccion de anticuerpos emparejados apropiadamente con region variable de emparejamiento
compatible, la co-expresion conduciria a la formaciéon de una mezcla de anticuerpos con muchas combinaciones de
cadenas pesadas-ligeras no funcionales. Cuando se ha definido emparejamiento compatible de regiones variables,
surgira un nivel alto de sitios de combinaciéon de anticuerpos funcionales. En una realizacién la region variable de
cadena pesada esta unida operativamente al primer dominio de la regidon constante de cadena pesada, seguido por
una region de asa, seguida por los dominios que quedan de la region constante de cadena pesada. La region variable
de la cadena ligera por otro lado esta unida operativamente a un dominio constante apropiado en la familia kappa o
lambda.

En una realizacion preferida, la region variable compatible de emparejamiento es una cadena ligera idéntica. En ese
caso la co-expresion de esta cadena ligera y por ejemplo dos cadenas pesadas diferentes derivadas de anticuerpos
con la cadena ligera completa como regién variable compatible de emparejamiento, en la misma célula proporcionara
una mezcla de las dos moléculas bivalentes esperadas y una molécula biespecifica. De forma similar, cuando se
coexpresa esta cadena ligera con mas de dos cadenas pesadas derivadas de anticuerpos que tienen todos sitios de
union a antigenos funcionales cuando se emparejan a alguna esa misma cadena ligera, la mezcla contendra en una
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cierta fraccion cada una de las moléculas bivalentes y varias moléculas biespecificas con combinaciones de todos los
sitios de unién por ejemplo 3 cuando se introducen 3 cadenas pesadas de anticuerpos, 6 cuando se introducen 4
cadenas pesadas de anticuerpos, 10 cuando se introducen 5 cadenas pesadas de anticuerpos etc. En este caso se
espera que la afinidad de los sitios de union monoméricos en estas diversas especies sea muy similar a la afinidad de
los sitios de unién originales. En otra realizacion, los anticuerpos comparten una region variable compatible de
emparejamiento, pero la secuencia de este elemento es diferente entre los dos anticuerpos y tras intercambiar, la
afinidad de uno o ambos de los anticuerpos puede estar alterada. Si tales anticuerpos se usan para coexpresion, la
mezcla de anticuerpos finales contendra anticuerpos con la afinidad de unién original y la alterada en todas las
especies que se mencionaron anteriormente. En la realizacion preferida tales anticuerpos muestran una cadena ligera
comun compatible. En otra realizacion los anticuerpos comparten una cadena pesada comin compatible. Los niveles
de expresion de los componentes individuales pueden elegirse o pueden manipularse para alterar la fraccion de las
especies de anticuerpos que contienen el componente.

2. Mezclas de proteinas con regiones variables emparejadas de forma 6ptima.

Usando los procedimientos de acuerdo con la invencién, se obtienen anticuerpos con un comportamiento de union
adecuado para la preparacion de mezclas biofarmacéuticas. Tradicionalmente antes de usar para terapia humana, los
farmacos proteicos se expresan y purifican hasta homogeneidad, consistiendo en una especie molecular principal. En
algunos casos la terapia es mas eficaz con combinaciones o proteinas u otros farmacos. Esta invencién describe
procedimientos para hacer una mezcla proteinacea que contendra al menos dos especies moleculares principales,
compuestas de al menos tres regiones variables y tales que algunas regiones variables se emparejan para formar un
sitio de union funcional. La elaboracion a gran escala de la mezcla proteinacea es un prerrequisito para su uso clinico
y un procedimiento de purificacion simple es una caracteristica importante del procedimiento de desarrollo. La
presencia de regiones variables emparejadas inapropiadamente conducira inevitablemente a un procedimiento de
purificaciéon mas complicado. En una realizacién los genes que codifican los componentes de los dos compuestos
proteinaceos se coexpresan en la misma célula huésped y las especies moleculares principales diferentes que estan
presentes en la mezcla y tienen una especificidad de union funcional especifica purificada usando técnicas
bioguimicas/biofisicas bien conocidas en la técnica. En una realizaciéon se usa el procedimiento para realizar una
mezcla de un numero definido de anticuerpos. Las especies moleculares principales que comprenden una o mas
especificidades de unidn diferentes podrian compartir una proporcion minima de su informacion genética codificada
(por ejemplo una regién Fc, una etiqueta comun, u otro dominio o caracteristica compartida), tal caracteristica
compartida proporcionara un mecanismo/ensayo comun para seguir a los compuestos individuales en la mezcla. En
otra realizacion las especies moleculares principales se copurifican preferentemente debido a un comportamiento
biofisico/bioquimico similar, o debido a un dominio compartido que media copurificacion (por ejemplo un Fc). En otro
enfoque las especies moleculares principales se fusionan a una subunidad de una proteina tal que pueden
multimerizarse entre si (por ejemplo region CH2-CH3). La invencién también proporciona mezclas biofarmacéuticas
producidas usando este procedimiento. La aplicacion preferida es la co-expresion de anticuerpos, con la eleccion de
los genes V y el comportamiento de emparejamiento entre los dominios VH y VL tal que principalmente o solamente
funcionalmente se elaboran los sitios de union funcionales y la purificacion de la mezcla puede tener lugar por medio
de la caracteristica compartida, una region Fc. Los procedimientos para purificacion de inmunoglobulina se conocen
bien en la técnica, incluyendo proteina A, proteina G y otras matrices de afinidad. Otras mezclas proteinaceas que se
podria contemplar que tienen regiones emparejadas son proteinas de fusion entre anticuerpos o fragmentos de
anticuerpos y otras moléculas, anticuerpos de dominio individual derivados de camello, llama o anticuerpos de dominio
individual manipulados a partir de genes de region variable murinos o humanos, dominios extracelulares de receptor,
péptidos, proteinas equipadas con un sitio de unién manipulado, o citocinas. Preferentemente los compuestos
proteinaceos comparten una caracteristica (como por fusién adicional a una regiéon Fc de inmunoglobulinas;
procedimientos bien conocidos en la técnica), tal que pueden co-purificarse usando los mismos procedimientos. El
emparejamiento optimo de las regiones variables en los diferentes compuestos proteinaceos conducira también a un
nivel 6ptimo de sitios de unién funcionales en estos compuestos, minimizando asi el nUmero de etapas de purificacion
requeridas para obtener el componente activo de la mezcla de proteinas.

3. Seleccionar compuestos proteinaceos especificos de antigeno usando mezclas de ADN codificante.

En una realizacion preferida los compuestos proteinaceos son anticuerpos. En la invencién los anticuerpos se
identifican en colecciones o reservas de anticuerpos genéticamente diversos, en los que el emparejamiento de los
genes variables se optimiza de tal manera que tras coexpresion de al menos dos anticuerpos dentro de la misma célula
surge un emparejamiento Optimo, proporcionando una cantidad maxima de sitios de union funcionales. En una
realizacion preferida el emparejamiento de todos los sitios de union esta optimizado debido al uso de un gen de region
variable compartida, preferentemente la cadena ligera. La diversidad de los otros elementos en la biblioteca sera tal
que los anticuerpos con alta afinidad pueden seleccionarse atn. Debido a esta eleccion de la elaboracion genética de
las regiones variables, el emparejamiento de las regiones variables de anticuerpos sera tal que un nivel muy alto de
sitios de union funcionales estaran presentes cuando regiones variables multiples que forman mas de un sitio de unién
de anticuerpos estan en contacto unas con otras, por ejemplo cuando se expresan en la misma célula. En una
realizacion primero se elabora una biblioteca o coleccion de genes de cadena pesada de anticuerpos y se clona dentro
de un vector de expresién de células eucariotas. Esta biblioteca se introduce dentro de células huésped de tal manera
que cada célula huésped estara elaborando multiples cadenas pesadas de anticuerpos diferentes. En una realizacion
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preferida, se clonan "elementos anti-represores” (Kwaks y cols., 2003. Nat. Biotechnol 21: 553) en uno o ambos
extremos del gen de la cadena pesada de anticuerpos. Tales elementos confieren nivel de expresion estable y alto de
un transgén dado como se muestra en esta citacion y en esta invencion los autores de la presente invencion describen
su uso para mediar expresion estable y de alto nivel para cada copia individual del transgén (véase también mas
adelante).

En una realizacion de esta invencion, representada en las Figuras 7-8, la region o las regiones variables con
comportamiento de emparejamiento optimizado para las otras regiones variables esta o estan también genéticamente
codificadas en un vector de expresién apropiado, bien antes, bien durante o bien después de la introduccién de la otra
region variable. El casete de expresion con las regiones variables puede ser también parte de un sistema virico tal que
se pueden lograr niveles altos de eficiencia de transfeccion/infeccion. En el caso de que la reserva de primeras
regiones variables sean cadenas pesadas de anticuerpos, la segunda region variable con comportamiento emparejado
optimizado puede ser una o mas cadenas ligeras. Las células huésped que se transfectan con ambos comparieros de
emparejamiento, por ejemplo la mezcla de cadenas pesadas de anticuerpos y el conjunto de cadenas ligeras, se
expanden y crecen en condiciones que permiten la expresion de cadenas pesadas y cadenas ligeras. Preferentemente
se usa solamente una cadena ligera, como se ejemplifica en la Figura 7. Por ejemplo la expansion puede tener lugar en
pocillos de cultivo de tejidos, en una forma tal que los pocillos de cultivo de tejidos contendran entre 10-1000 clones
transfectados originalmente diferentes, expresando cada uno de los clones emparejamientos multiples de las regiones
variables de anticuerpos. Los anticuerpos especificos de antigenos pueden recuperarse entre estos clones y pocillos
por diversos procedimientos, preferentemente por ELISA o prueba equivalente de las mezclas de anticuerpos de cada
pocillo (véase también descripcion anterior de ensayos de union). Si se usa la transfeccion estable, con la posibilidad
de seleccionar lineas celulares transfectadas para copias integradas de forma estable de los ADN que codifican
anticuerpos, el anticuerpo o anticuerpos relevantes se pueden clonar por medio de dilucién limitada. Como alternativa,
el ADN que codifica los genes variables de anticuerpos relevantes puede recuperarse amplificando y secuenciando los
genes de anticuerpos de las células en el pocillo usando los procedimientos conocidos en la técnica. Si se requiere el
ADN que codifica cadenas pesadas de anticuerpos puede amplificarse también, reclonarse para expresion en el
mismo sistema, el ADN amplificado y después usarse para repetir el experimento de transfeccion, expresion y rastreo.
Con este ciclo de transfeccion y rastreo, después de una pocas rondas, los anticuerpos reactivos frente a un antigeno
empiezan a dominar la poblaciéon. En cada ronda la complejidad de la mezcla producida por una célula individual
puede reducirse reduciendo la complejidad del ADN introducido en la célula, para llegar a ser eventualmente una
poblacioén oligoclonal. A partir de los pocillos transfectados, el gen de anticuerpos V puede rescatarse directamente
(por ejemplo, por medio de PCR) y analisis adicional y/o rastrearse en este sistema, eventualmente en condiciones
que proporcionan expresion del anticuerpo monoclonal. Como alternativa las regiones variables a partir de pocillos
reactivos se pueden clonar dentro de otros sistemas para rastreo rapido de la especificidad de unién de los pares
individuales de las regiones variables, por ejemplo por medio de expresién bacteriana de fragmentos de anticuerpos o
IgG completos, expresion en otros huéspedes, por medio de procedimientos de presentacion in vitro, procedimientos
de presentacion de bacteriéfagos, etc.

En ofra realizacion preferida se segregan las cadenas pesadas por la célula huésped dentro del sobrenadante, donde
ellas pueden reconstituirse dentro de fragmentos de unidon de antigenos funcionales, por la adicion de y
emparejamiento con una cadena ligera compafiera. Esto puede ser una familia pequefia de cadenas relacionadas,
pero preferentemente una Unica cadena solamente. En este enfoque, se usan células que no evitan secrecion de la
cadena pesada no emparejada. Esta realizacion se representa en la Figura 8. Se han descrito células S2 de
Drosophila que contienen un homdlogo de BiP (Proteina de Unidn), hsc72, que interacciona especificamente con
cadenas pesadas de inmunoglobulina, pero no evitan su secrecion. Como alternativa, las cadenas pesadas
necesitaran llevar mutaciones aminoacidicas de una manera tal que células que normalmente mantienen cadenas
pesadas cuando no se emparejan con cadenas ligeras, no mediaran retenciéon mas. Por ejemplo se pueden mantener
mutaciones o, se pueden seleccionar en, los sitios de reconocimiento principales para sitios BIP que se localizan en el
dominio CH1 de la cadena pesada. Por ejemplo el dominio CH1 puede reemplazarse (por ejemplo por una region CL o
CH3) en la medida en que la cadena ligera puede emparejarse con esta forma de molécula (u otras variantes, véase
también seccidn en variantes de entrecruzamiento de anticuerpos), o mutarse para evitar la retencién por BiP. El
resultado de tales variaciones es que las diferentes cadenas pesadas se segregan por la célula huésped. Las cadenas
se reconstituyen después con dos o0 mas cadenas compafieras que llevan la(s) regioén/regiones variable(s). Se revisan
extensamente en la bibliografia procedimientos para establecer esto en el analisis bioquimico y en el ensamblado de
moléculas de anticuerpos. Los pares de region variable reactivos de antigenos se pueden identificar de la misma
manera como de describe para otra realizacion.

En aun otro anticuerpo de realizacion el primer compafiero de las dos regiones variables emparejadas (tal como la
cadena pesada para una anticuerpo) esta unido a una superficie celular eucariética y la otra region variable esta
proporcionada por expresion en la misma célula huésped o por medio de la reconstitucion en la superficie celular. Este
disefio permite un rastreo directo para unién a antigeno en la superficie de la célula huésped, por ejemplo por medio de
citometria de flujo con antigeno marcado fluorescentemente, o por medio de una seleccion directa, por ejemplo por
medio de procedimientos de clasificacion celular.

Se han descrito procedimientos para identificar anticuerpos reactivos a antigenos a partir de poblaciones de células B
y se pueden aplicar a estas sistemas basados en transfeccion también. En tales sistemas descritos se tomaron
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muestras de diversidad combinatoria al azar y el emparejamiento de genes variables de anticuerpos esta también no
optimizado o influenciado. El uso de tales pares combinatorios al azar de regiones variables no garantiza que tras la
produccion de una mezcla de anticuerpos, el emparejamiento sea 6ptimo, por el contrario: las regiones variables
emparejadas incorrectamente seran una fraccion sustancial de los compuestos proteinaceos producidos. En esta
invenciéon un elemento importante es que esta diversidad combinatoria esta limitada, reduciendo la diversidad de uno
de los genes de region variable. La diversidad que esta presente en el repertorio emparejado resultante se origina
principalmente a partir de una de las regiones variables. Preferentemente es una o un pequefio conjunto de cadenas
ligeras. Como una consecuencia, en el procedimiento reiterativo de seleccionar las regiones variables reactivas de
antigenos, solamente sera necesario identificar uno de los dos comparieros del par. No es necesario recuperar tanto la
secuencia de la region variable de cadena ligera como la de cadena pesada de la misma célula. Otra diferencia
importante es que se introducen y expresan multiples genes de anticuerpos a partir de la misma célula huésped.
Cuando se usa diversidad al azar una caracteristica tal conduciria a una multiplicacion de la diversidad y a una
reduccion de la cantidad de combinaciones individuales en el grado en que la deteccion de dejar solo clonacion del gen
de anticuerpo responsable llegaria a ser muy dificil, si no imposible. Considerar el caso en el que la célula estaria
haciendo combinaciones multiples de pares de cadenas pesadas y ligeras, después la posibilidad de recuperar la
combinacién correcta del anticuerpo que media reactividad de antigeno, estaria llegando a ser menor segun la célula
esta haciendo un nimero mas alto de cadenas diferentes. Si la célula estaria expresando 10 cadenas pesadas y
ligeras diferentes, la diversidad combinatoria generada por esta célula tnica seria de 100 tipos diferentes de sitios de
union a anticuerpos; solamente 1/10 de los genes variables de anticuerpos amplificados seria el relevante, asi la
posibilidad de ser capaz de clonar los genes del anticuerpo correcto es muy baja. Como una consecuencia de esta
diversidad combinatoria reducida en el presente sistema, habra también una cantidad mas alta de cada uno de los
anticuerpos individuales, que hace una posible una deteccidon mas sensible. Asi en esta invencion la expresion de los
diferentes anticuerpos en la misma célula huésped es una caracteristica deseada. Primero como se explica
anteriormente, es una caracteristica importante para el sistema de seleccién de antigenos encontrar anticuerpos
reactivos frente a antigenos cuando se usan poblaciones celulares transfectadas. En segundo lugar, la invencién se
dirige a la produccion de mezclas de proteinas y mas en particular anticuerpos o sus fragmentos, que requieren
emparejamiento de las regiones variables, en particular cuando se producen tales mezclas por coexpresion en la
misma célula huésped. En el procedimiento preferido descrito anteriormente, la cotransfeccion de genes de region
variable dentro de las misma células conduce a la expresion de anticuerpos multiples en la misma célula huésped. Los
procedimientos se usan de forma util para seleccionar pares de regiones variables de anticuerpos individuales que son
reactivos con un epitopo diana dado pero también para seleccionar una mezcla de diferentes pares de region variable
todos reactivos con un epitopo diana dado (en el procedimiento del rastreo, se seleccionaran o identificaran multiples
pares de region variable de anticuerpos, pero cuando el procedimiento se repite, estos anticuerpos es probable que se
mezclen eventualmente y terminen en la misma célula huésped). Adicionalmente si el rastreo o seleccion de la mezcla
se lleva a cabo con dianas con epitopos multiples, o dianas multiples, la mezcla puede contener también anticuerpos
para multiples epitopos o dianas, ain con emparejamiento compatible de co-expresion de los genes de expresion
variable.

La invencion también es adecuada para el rastreo de mezclas de proteinas con regiones variables emparejadas que
tienen una especificidad de union definida (Figura 9). Los genes que codifican estos compuestos se introducen como
una mezcla dentro de una célula huésped como anteriormente (en la Figura 9 se dan ejemplos de 10 anticuerpos
diferentes) y clones individuales que han integrado algunas o multiples copias de los genes que codifican las diversas
regiones variables expandidas. En el modo descrito anteriormente, aplicado a anticuerpos, los sobrenadantes de las
lineas celulares resultantes se rastrean hacia los diversos antigenos. Los niveles de cada uno de los pares de
anticuerpos individuales pueden variar y cuando el formato de anticuerpos es el isotipo 1gG, también el nivel de los
anticuerpos biespecificos resultantes puede ser altamente variable. Las células que segregan la mezcla que
comprende la composicion deseada se identifican y usan como un huésped de produccion estable para esta mezcla.
La invencion proporciona un procedimiento para rastrear rapidamente miles de mezclas de anticuerpos diferentes. El
emparejamiento optimizado de las regiones variables pesada y ligera asegurara un nivel alto de sitios de unién
funcional en los anticuerpos presentes en tales mezclas.

4. Compuestos basados en anticuerpos con regiones variables emparejadas y entrecruzamiento o
mutaciones en las regiones constantes.

El emparejamiento de las regiones variables y constantes de un anticuerpo puede manipularse adicionalmente como
sigue, por dominios de entrecruzamiento. Se elaboran anticuerpos entrecruzando o intercambiado o reemplazando
elementos dentro de la regién Fab del anticuerpo (o la region Fd de cadena pesada del anticuerpo y la region de
cadena ligera del anticuerpo) y combinando los elementos adecuados para establecer un sitio de unién en el contexto
de una molécula de inmunoglobulina (se dan ejemplos en la Figura 10). En su forma mas simple, la regiéon Fd de la
cadena L y la cadena H se intercambian. Una cadena VL-CL-asa-CH2-CH3 se empareja asi con un dominio VH-CH1.
En un segundo formato, los genes de region contante entre H y L se intercambian. En otra forma la CH1 se reemplaza
por una CL. En ofra forma la VH y las VL se intercambian. En otra forma las regiones CDR entre VH y VL se
intercambian. La eficiencia de emparejamiento puede someterse a seguimiento en tales variantes de
entrecruzamiento, de tal forma que combinaciones adecuadas de anticuerpos no entrecruzados con anticuerpos
entrecruzados, o combinaciones de diferentes anticuerpos entrecruzados, se pueden usar para mediar
emparejamiento 6ptimo cuando se elaborar mezclas de al menos dos moléculas de anticuerpos (con anticuerpo
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también incluyendo aqui variantes de entrecruzamiento como se describe anteriormente). En otra forma el efecto de
emparejamiento erréneo entre diferentes VH y/o VL se reduce uniendo la VH y la VL por medio de un engarce a una
variante de Fv de cadena simple, lo que favorecera la asociacion entre estos dos dominios. Como alternativa el
emparejamiento entre regiones variables se puede manipular por la introduccion en las posiciones apropiadas de
cisteinas que tras emparejarse de los dominios variables pesados y ligeros pueden formar un puente disulfuro. La
invencion también proporciona procedimientos para seleccionar fragmentos de anticuerpos que uniran antigeno en un
formato de entrecruzamiento apropiado, seleccionando a partir de bibliotecas apropiadamente formateadas, o
rastreando uno o mas anticuerpos de union a antigeno para la actividad en el formato de entrecruzamiento. Los
anticuerpos en los que el dominio CH1 no es parte de la cadena pesada se pueden segregar como moléculas libres no
emparejadas a cadenas ligeras, permitiendo enfoques alternativos para la produccién de anticuerpos y los formatos de
fusién nuevos. Los anticuerpos en los que las regiones variables estan intercambiadas pueden ser funcionalmente no
equivalentes y proporcionan un espectro diverso, no natural o diferente de actividad de unién a antigenos o biolégica
(el posicionamiento de las regiones de las cadenas ligera y pesada se espera que no sea siempre completamente
equivalente). Ademas de los efectos del intercambio de los genes de las cadenas pesada y ligera en afinidad y/o
especificidad, el intercambio puede alterar la flexibilidad del anticuerpo e impactar el comportamiento biolégico.
Finalmente, un sitio de unién a anticuerpo con regiones quiméricas VH-VL (con regiones CDR o FR intercambiadas
entre los dos dominios variables) puede también proporcionar una alternativa, conjunto posiblemente mayor pero
estructuralmente no solapante de paratopos de anticuerpos.

En segundo lugar, la manipulacion selectiva de las regiones constantes o de la interaccion de las regiones variables
con regiones constantes puede afectar también el comportamiento de emparejamiento adecuado de los genes de la
region variable. Modificando la region constante de la cadena pesada del anticuerpo, la fraccion de anticuerpos
biespecificos funcionales se puede incrementar o disminuir. En este enfoque la cadenas pesadas de anticuerpos se
pueden manipular para dirigir la heterodimerizacion o la homodimerizacon. Esto puede hacerse introduciendo
mutaciones complementarias estéricamente en la interfase de dominio CH3, por ejemplo, como se ha descrito en la
bibliografia para incrementar el porcentaje de anticuerpos biespecificos funcionales en la mezcla de anticuerpos que
surgen de la coexpresion de dos cadenas pesadas y ligeras. El emparejamiento de la regién variable de sitio de union
de anticuerpos puede asi influenciarse por el emparejamiento de las regiones constantes variegadas, de los dominios
de regiones constantes pesadas y ligeras.

5. Emparejamiento extracelular de mezclas proteinaceas

Esta invencién proporciona un procedimiento para elaborar anticuerpos completos usando un procedimiento de
emparejamiento in vitro de las cadenas pesadas y ligeras producidas en células huésped diferentes. En una
realizacion, una de las dos cadenas de anticuerpos se expresa en una primera célula huésped y la otra cadena se
expresa en una segunda célula huésped (Figura 11A). Las cadenas de anticuerpos se llevan juntas después
sometidas a condiciones en las que tiene lugar el emparejamiento de los dos dominios, fuera asi de la célula. En una
realizacion el emparejamiento tiene lugar in vitro, con cadenas purificadas con cadenas purificadas y en condiciones
que estan optimizadas para el emparejamiento de las regiones variables deseadas. En otra realizacion la expresion
tiene lugar por medio del uso de una o dos cadenas falsas, temporalmente emparejadas a las regiones variables
respectivas, eliminando las falsas de sus parejas por medio de un procedimiento suave y controlado y emparejando las
regiones variables no emparejadas apropiadamente entre si para formar un sitio de unién no funcional. En una
realizacion aplicada a los anticuerpos, esta asociacion se hace mas facil usando pares de cadenas pesadas-ligeras
mutadas en una o en la otra cadena para facilitar el proceso del emparejamiento, por ejemplo mutadas en el residuo de
cisteina que forma normalmente el puente las cadenas H y L (bien ambas mutadas, por ejemplo a Ser, o bien
solamente una mutada y no la otra), o mutaciones que tienen alterada la afinidad de una cadena por la otra, o,
preferentemente mutaciones en la cadena pesada usada para el emparejamiento temporal, en particular el que se
empareja con la cadena pesada; asi tal cadena ligera falsa se emparejara con una cadena nativa, no mutada y llevara
mutaciones de tal forma que se puedan eliminar facilmente a partir del anticuerpo purificado.

Una extension de este concepto es que es posible producir anticuerpos usando cadenas de anticuerpos universales
(Figura 11B). La invencion proporciona un procedimiento para expresar una region variable invariante compartida,
dentro del formato de cadena apropiado (por ejemplo una cadena ligera VL-CL) en una célula huésped dada y la otra
cadena (por ejemplo una cadena pesada constituida por VH-CH1 o VH-CH1-asa-CH2-CH3) que es dominante en o
proporciona la mayoria o toda la especificidad, en otra célula huésped. Para la produccién de dos anticuerpos,
necesitan elaborarse tres cadenas, que se pueden ensamblar in vitro para formar dos anticuerpos diferentes. Por
ejemplo si la cadena ligera es idéntica, solamente tendra que elaborarse un dominio VL-CL y dos cadenas pesadas
que contengan VH. Estas también se ensamblaran extracelularmente, preferentemente in vitro. El emparejamiento de
las regiones variantes habra sido 6ptimo de tal forma que la mezcla proteinacea proporcione un nivel alto de sitios de
union funcionales. La cadena ligera se puede usar universalmente para todos los anticuerpos que la acomodaran (y los
anticuerpos seleccionados de acuerdo con ello si se requiere). La cadena pesada se puede expresar en células de
mamifero para proporcionar una glucosilacion adecuada; para las cadenas ligeras se puede elegir cualquier célula
huésped de expresion adecuada. Cuando se usa esta invencién con las variantes de entrecruzamiento descritas en la
seccion anterior, en la que la cadena luminica esta condensada al asa y al Fc y la region variable de cadena pesada se
proporciona como la cadena mas ligera (como VH-CH1 o VH-CL), una ventaja importante de este disefio es patente: la
cadena ligera fusionada al Fc (representada como cadena "constante" en la Figura 11B), con sus caracteristicas de
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glucosilaciéon funcionalmente importantes, se puede elaborar como la cadena universal. La cadena pesada puede
llevar las caracteristicas dominantes para la especificidad y una mezcla de cadenas pesadas que mediaran
especificidades de union diferentes se pueden hacer en una célula huésped diferente que no necesita proporcionar
glucosilacion. Tal caracteristica hace posible la produccion de mezclas en dos etapas: se puede usar una expresion
procariética mas barata para hacer mezclas de regiones variables codificando cada una una especificidad de union
Unica, mientras que la produccion mas cara de la otra region variable que también requiere analisis mas fino, se puede
hacer en un huésped eucariota. Todos los anticuerpos que pueden emparejarse con el ultimo gen variable sin afectar
su especificidad y afinidad general, se pueden producir por emparejamiento extracelular con la misma cadena
universal. La ultima se puede disefiar para optimizarse para aplicaciones farmacéuticas; una region variable
ampliamente expresada, relativamente comun, con un nimero minimo de epitopos de clase || de MHC, de origen
humano y de linea germinal en secuencia. Este procedimiento de mezclado puede hacerse con cadenas pesadas
separadas o con una mezcla de las diferentes cadenas pesadas; cuando se aplican al formato IgG como se representa
en la Figura 11B, el resultado es una mezcla de anticuerpos con o sin biespecificos, respectivamente. El mezclado y el
emparejamiento manual de estos genes de regiones variables proporcionara adicionalmente mucho mas control sobre
el emparejamiento, ello puede hacerse de una manera por etapas, por anticuerpo, por grupo de anticuerpos etc. Para
algunas aplicaciones, por ejemplo ejemplo donde hay una necesidad absoluta de evitar la formacion de anticuerpos
biespecificos en una mezcla compleja con tres o0 mas anticuerpos, este procedimiento tiene una ventaja sobre el
enfoque basado en la linea celular.

6. Controlar la expresion de regiones variables en el contexto de la produccion de regiones variables en la
misma célula huésped

La region variable codificante de acidos nucleicos, por ejemplo de anticuerpos, puede coexpresarse en la misma célula
para hacer mezclas de diferentes sitios de unién funcionales. Con comportamiento de emparejamiento apropiado,
estara presente un nivel alto de sitios de unién funcionales. También sera importante sin embargo controlar la
expresion de las regiones variables individuales y sus proporciones de expresion, debido a que esto efectuara la
composicion de la mezcla de anticuerpos final. El nivel de expresion y la estabilidad de la expresion es una funcién del
sitio de integracion del transgén; si el transgén se integra cerca del o dentro de la cromatina inaccesible, es probable
que la expresion se silencie. En esta invencion describimos el uso para la produccion de mezclas de anticuerpos en la
misma célula, o elementos que, cuando flanquean los genes de anticuerpos, incrementaran la predictibilidad del nivel
de expresion, el rendimiento e incrementaran la estabilidad. Tales elementos pueden por ejemplo hacer esto
contrarrestando represion de genes asociados a cromatina. Tales elementos anti-represores proporcionan un nivel
alto de predictibilidad de expresion, niveles altos de expresion y expresion estable a lo largo del tiempo, de la mezcla
de anticuerpos (Kwaks y cols., 2003.

Nat. Biotechnol 21: 553). Tales elementos confieren nivel de expresion estable y alto de un transgén dado como se
muestra en esta citacion y en esta invencion los autores de la presente invencidon describen su uso para mediar
expresion estable y de alto nivel para cada copia individual de una mezcla de transgenes, que codifican regiones
variables multiples. Una variedad de tales elementos y otros sistemas para lograr un resultado similar se han
identificado en la técnica, incluyendo regiones de control de locus (LCR), elementos de apertura de cromatina,
cromosomas artificiales (por ejemplo tecnologia ACE a partir de Chromos Molecular Systems Ltd) y elementos de
apertura de cromatina ubicuos. Por ejemplo, LCR son elementos reguladores transcripcionales que poseen una
remodelacion de cromatina dominante y capacidad de activacion transcripcional que confiere niveles fisiologicos
totales de expresion en un gen unido en cis, cuando se integra en el genoma de la célula huésped. En la siguiente
seccion la invencion se describe para "elementos antirrepresores” pero otros elementos de control, diferentes tales
como los mencionados y en la medida en que proporcionan la oportunidad para regular la expresion de alto nivel de
multiples genes, pueden ser igualmente adecuados para lograr una expresion controlada de las diferentes regiones
variables.

En una realizacion de la presente invencion, las mezclas de anticuerpos se hacen de regiones de pares variables en
las que una domina la unién y la es una regién variable compartida. En una realizacion preferida una es la cadena
pesada, la segunda la cadena ligera. En la realizacion preferida la menos una de las cadenas pesadas de los
anticuerpos esta flanqueada por un elemento antirrepresor, o por dos elementos antirrepresores idénticos o dos
elementos antirrepresores diferentes localizados en cada extremo del gen de la cadena pesada; en otra realizacion
mas de uno o posiblemente todos los genes de cadena pesada que necesitan expresarse estan flanqueados por
elementos antirrepresores. En una realizacion las cadenas pesadas se basan en el mismo plasmido, en otra estan en
plasmidos separados. En otra realizacién se usan como huéspedes células CHO; en otra realizacion se usan células
PER.C6.

La elaboracion de mezclas de anticuerpos expresados en la misma linea celular requerira emparejamiento de region
variable apropiada y también un nivel de expresion estable de todas las cadenas de anticuerpos implicadas, asi como
una proporcién estable de las diversas cadenas, de una manera que la mezcla de anticuerpos resultante después de
elaboracion incluso en condiciones de GMP, tiene una composicion estable. Tales composiciones estables pueden
trasladarse en actividad bioldgica estable y perfil de toxicidad estable. Si la expresion de solamente una cadena de
anticuerpos cambiara, ello podria afectar la composicion y por lo tanto también podria alterar su actividad biolégica. La
provision de elementos que proporciona un nivel de expresion mas predecible y asociado a niumero de copias es
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también importante para construir lineas celulares que expresen niveles similares o o incluso niveles equimolares de
diferentes anticuerpos. Si por ejemplo cinco cadenas de anticuerpos han de expresarse, es muy dificil construir una
linea celular que exprese todas estas cadenas en cantidades similares cuando usan una aproximacion de integracion
y seleccion al azar sin los elementos anti-represores. Usando tales elementos, se puede introducir un niumero de
copias mas alto de cadenas de anticuerpos sin comprometer la estabilidad de la linea celular resultante. Asi se pueden
introducir multiples cadenas pesadas de anticuerpos, donde el numero de copias integradas para cada cadena pesada
reflejara también a cierto nivel su nivel de expresion absoluta. Con tales elementos sera mucho mas facil y mas rapido
alterar las proporciones de los niveles de expresion entre las cadenas pesadas, por ejemplo manipulando la proporcion
de los ADN que codifican las cadenas pesadas en el momento de la transfeccion.

Esto también explica la incorporacién preferida de tales elementos antirrepresores en vectores a usarse para crear
bibliotecas de anticuerpos y para seleccionar anticuerpos reactivos de antigenos a partir de estas reservas (véase
seccion 4); elementos antirrepresores preferentemente insertados en los vectores de expresion que incorporan la
cadena pesada, en Figuras 7, 8 y 9.

7. Sistemas de expresion para miiltiples regiones variables en el contexto de la produccion de regiones
multiples en la misma célula huésped

Cuando se expresan regiones variables multiples dentro de la misma célula, la productividad maxima se lograra
solamente si los comparieros que necesitan emparejarse se coexpresan a un nivel equivalente, de tal manera que hay
poca posibilidad de lo que es esencialmente desecho: la region variable no emparejada. La composicion de la mezcla
esta influenciada manipulando uno cualquiera de los parametros que afectan el nivel de expresion logrado en la célula
huésped. El nivel de expresion de un componente dado es una funcidon de muchos factores incluyendo las secuencias
reguladoras que dirigen la expresion del componente, cuando el componente es una cadena pesada también los
niveles de expresion de las cadenas ligeras, la eleccion de la célula huésped, el procedimiento de expresion
(transitorio y estable) y para expresion estable, el nimero de copias y el sitio de integracion. Los niveles de expresion
pueden verse afectados adicionalmente por muchos parametros incluyendo eleccion de los elementos reguladores
transcripcionales (incluyendo eleccion de promotor, potenciador, aisladores, antirrepresores etc.). La expresion de las
dos cadenas pesadas y ligeras de los anticuerpos que se ensamblan a partir de la mezcla de las cadenas puede
hacerse independientemente para cada una de las cadenas, o hacerse dependientes entre si.

El vector o los vectores de expresion que comprenden los genes de anticuerpos de interés contienen secuencias
reguladoras, incluyendo por ejemplo un promotor, unido operativamente al/a los acido(s) nucleico(s) de interés. Se
conocen grandes cantidades de vectores y promotores adecuados por aquellos expertos en la técnica y estan
comercialmente disponibles para generar las construcciones recombinantes de la presente invencion. Los vectores de
clonacioén y expresion apropiados para usar con huéspedes procariotas y eucariotas se describen por Sambrook y
cols., en Molecular Cloning: A Laboratory Manual, (Elsevier, Nueva York, 1989), la revelacién de los cuales se
incorpora en el presente documento por referencia. Los siguientes vectores se proporcionan a modo de ejemplo.
Bacterianos: pBs, phagescript, PsiX174, pBluescript SK, pBs KS, pNH8a, pNH16a, pNH18a, pNH46a (Stratagene);
pTrc99A, pKK223-3, pKK233-3, pDR540 y pRIT5 (Pharmacia). Eucariéticos: pWLneo, pSV2cat, pOG44,

PXTI, pSG (Stratagene) pSVKS, pBPV, pMSG y pSVL (Pharmacia). Las regiones promotoras se pueden seleccionar
de cualquier gen deseado usando vectores de CAT (cloranfenicol transferasa) u otros vectores con marcadores
seleccionables. Dos vectores apropiados son pKK232-8 y pCM7. Los promotores bacterianos particulares incluyen
lacl, lacZ, T3, T7, gpt, lambda P y trc. Los promotores eucariotas incluyen CMV inmediatamente antes, HSV timidina
cinasa, factor de elongacion 1a, SV40 temprano y tardio, LTR de retrovirus, metalotioneina-l de ratén y diversos
promotores especificos de tejidos conocidos en la técnica. Pueden usarse procedimientos bien conocidos para
aquellos expertos en la técnica para construir vectores que contienen un polinucleétido de la invencién y sefales de
control transcripcionales/traduccionales apropiadas.

Los vectores de expresion de mamiferos comprenderan un origen de replicacion, un promotor adecuado y ademas
cualesquiera sitios de union a ribosomas necesarios, sitio de poliadenilacién, donadores de ayustamiento y sitios
aceptores, secuencias de terminacion transcripcionales y secuencias flanqueantes 5' no transcritas. Las secuencias
de expresion reguladoras pueden comprender promotores, potenciadores, regiones de uniéon a armazon, elementos
reguladores negativos, sitios de iniciacion transcripcional, sitios de unién a proteinas reguladoras o combinaciones de
dichas secuencias. Como alternativa, las secuencias que afectan la estructura o la estabilidad del ARN o proteina
producido se puede reemplazar, retirar, afadir, o modificar de otra forma dirigiendo, incluyendo sefales de
poliadenilacién, elementos de estabilidad del ARN, sitios de ayustamiento, secuencias lideres para potenciar o
modificar propiedades de transporte y secrecion de la proteina, u otras secuencias que alteran o mejoran la funcion o
estabilidad de las moléculas proteicas de ARN. Ademas de la secuencia de acidos nucleicos que codifica el dominio de
inmunoglobulina diversificado, los vectores de expresion recombinantes pueden portar secuencias adicionales, tales
como secuencias que regulan la replicacion del vector en células huésped (por ejemplo, origenes de replicacion) y
genes marcadores seleccionables. El gen marcador seleccionable facilita la seleccion de células huésped en las que
se ha introducido el vector (véanse por ejemplo, las patentes de EE.UU. N.%*:4.399.216, 4.634.665 y 5.179.017). Por
ejemplo, normalmente, el gen marcador seleccionable confiere resistencia a farmacos, tales como G418, higromicina o
metotrexato, en una célula huésped en la que se ha introducido el vector. Los genes marcadores seleccionables
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preferidos incluyen el gen de la dihidrofolato reductasa (DHFR) (para usar en células huésped dhfr con
seleccion/amplificacion de metotrexato) y el gen neo (para seleccion de G418).

En un sistema a modo de ejemplo para expresion recombinante de un anticuerpo modificado, de la invencion, se
introducen vectores de expresion recombinantes que codifican al menos una cadena pesada o ligera de anticuerpos
dentro de células dhfr- CHO por transfeccion mediada por fosfato de calcio. Dentro del vector de expresion
recombinante, el gen de cadena pesada o ligera de anticuerpo esta operativamente unido a elementos reguladores de
potenciador/promotor (por ejemplo, derivado de SV40, CMV, adenovirus y similares, tal como un elemento regulador
potenciador de CMV/promotor de AAMLP o un elemento regulador potenciador de SV40/promotor de pAdMLP) para
dirigir niveles altos de transcripcion de los genes. El vector de expresion recombinante también lleva un gen de DHFR,
que permite seleccion de células CHO que se han transfectado con el vector usando selecciéon/amplificacion de
metotrexato. Las células huésped transformantes se cultivan para permitir expresion de las cadenas ligeras y pesadas
de anticuerpos. En muchos casos el vector de expresion puede contener tanto genes de cadena pesada como genes
de cadena ligera y la cotransfeccion conducira a la produccion de anticuerpos intacto, recuperado a partir del medio de
cultivo. Las técnicas de biologia molecular estandar se usan para preparar el vector de expresion recombinante,
transfectar las células huésped, seleccionar transformantes, cultivar las células huésped y recuperar el anticuerpo del
medio de cultivo. Por ejemplo, se pueden aislar algunos anticuerpos por cromatografia de afinidad con una proteina A
o proteina G.

El huésped de la presente invencion puede ser también una levadura u otros hongos. En levadura, se puede usar
varios vectores que contienen promotores constitutivos o inducibles. Para una revisién véase, Current Protocols in
Molecular Biology, volumen 2, Ed. Ausubel y cols., Greene Publish. Assoc. & Wiley Interscience, capitulo 13 (1988);
Grant y cols., Expression and Secretion Vectors for Yeast, en Methods in Enzymology, Ed. Wu & Grossman, Acad.
Press, N.Y. 153: 516-544 (1987); Glover, DNA Cloning, volumen Il, IRL Press, Wash., D.C., capitulo 3 (1986); Bitter,
Heterologous Gene Expression in Yeast, en Methods in Enzymology, Eds. Berger & Kimmel, Acad. Press, N.Y. 152:
673-684 (1987); y The Molecular Biology of the Yeast Saccharomyces, Eds. Strathern y cols., Cold Spring Harbor
Press, volumenes | y 11 (1982). El huésped de la presente invencion puede ser también un organismo procariota, tal
como E.coli. Como un ejemplo representativo pero no limitante, vectores de expresion utiles para bacterias pueden
comprender un marcador seleccionable y origen de replicacion bacteriano derivado de plasmidos comercialmente
disponibles que comprenden elementos genéticos del vector de clonacion bien conocido pBR322 (ATCC 37017).
Tales vectores comerciales incluyen, por ejemplo, pKK223-3 (Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala, Suecia) y pGEM1
(Promega, Madison, WI, EE.UU.).

La introduccién de la construccion recombinante dentro de la célula huésped se puede llevar a cabo, por ejemplo, por
transfeccion de fosfato de calcio, DEAE, transfeccion mediada por dextrano, o electroporacion (Davis, L. y cols., Basic
Methods in Molecular Biology (1986)).

El ADN que codifica los anticuerpos de la invencion se aisla y se secuencia facilmente usando procedimientos
convencionales para clonacion, preparacion de ADN y secuenciaciéon como se describe por Sambrook y cols., en
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, (Elsevier, Nueva York, 1989), la revelacion de los cuales se incorpora en el
presente documento por referencia. Para secuenciacion se pueden usar sondas oligonucleotidicas que son capaces
de unir especificamente a genes que codifican las cadenas pesadas y ligeras de anticuerpos o a las secuencias de
vectores que rodean los fragmentos génicos y las secuencia de ADN determinada por secuenciacion basada en
dideoxi (Sanger, F. y cols. (1977) PNAS 74: 5463-5467). Una vez aisladas, el ADN que codifica regiones apropiadas
de los anticuerpos puede estar situado en vectores de expresion, codificando regiones apropiadas del anticuerpos
puede situarse en vectores de expresion, que se transfectan en células huésped. La célula huésped puede ser una
célula huésped eucariota superior, tal como una célula de mamifero, una célula huésped eucariota inferior, tal como
una célula de levadura, o la célula huésped puede ser una célula procariota, tal como una célula bacteriana.

En una realizacion preferida, los anticuerpos con regiones variables compatibles de emparejamiento se producen en
células de mamifero. Las células huésped de mamifero preferidas para expresar los anticuerpos de clones o los
fragmentos de unién a antigenos de los mismos incluyen ovario de hamster chino (células CHO) (incluyendo células
CHO dhfr- descritas en (Urlaub, G. y cols. (1980) PNAS 77: 4216-4220)), usadas con un marcador seleccionable de
DHFR, por ejemplo, como se describe en (Kaufman, R.J. y cols. (1982) J Mol Biol 159: 601-621), lineas celulares
linfociticas, por ejemplo, células de mieloma NSOy células SP2, C127, 3T3, CHO, células epidérmicas humanas A431,
Jurkat, U937, HL-60, células L de raton, células de rindn de hamster bebé, células COS o células CV-1, células
PER.C6 (Pau, M.G. y cols. (2001) Vaccine 19: 2716-2721), otras lineas celulares de primates transformadas, células
diploides normales, cepas celulares derivadas de cultivo in vitro de tejido primario, explantes primarios y una célula de
un animal transgénico, por ejemplo un mamifero transgénico. Por ejemplo, la célula es una célula epitelial de
mamifero. Otros tipos celulares adecuados para expresion, en particular para expresion transitoria, son células COS
de simio (Gluzman, Y. (1981) Cell 23: 175-182) y células de rifidn embrionarias humanas de linajes 293, 295T y 911
(Hek293, 295T, 911).

Como alternativa, puede ser posible producir el anticuerpo como fragmento o como anticuerpo completo en eucariotas
inferiores tales como levadura o en procariotas tales como bacterias (Simmons, L.C. y cols. (2002) J. Immunol.
Methods 263: 133-147). Las cepas de levadura potencialmente adecuadas incluyen Saccharomyces cerevisiae,
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Schizosaccharomyces pombe, cepas de Kluyveromyces, Candida, o cualquier cepa de levadura capaz de expresar
proteinas heterdlogas. Las cepas bacterianas potencialmente adecuadas incluyen Escherichia coli, Bacillus subtilis,
Salmonella typhimurium, o cualquier cepa bacteriana capaz de expresar proteinas heterdlogas. Si se elabora el
anticuerpo completo en levadura o bacterias como IgG, puede ser necesario modificar la proteina producida en él, por
ejemplo por fosforilacion o glucosilacion de los sitios apropiados, con el fin de obtener la proteina funcional. Tales
uniones covalentes pueden llevarse a cabo usando procedimientos quimicos o enzimaticos conocidos. Los
polipéptidos y las proteinas recombinantes producidos en cultivos bacterianos estan aislados usualmente por
extraccion inicial a partir de sedimentos celulares, seguidos por uno o mas de desalado, intercambio i6nico acuoso o
etapas cromatograficas de exclusion por tamafio. En algunas realizaciones, el acido nucleico de plantilla también
codifica una etiqueta polipeptidica, por ejemplo penta- o hexa-histidina. Los polipéptidos recombinantes codificados
por una biblioteca de hebras de diversidad pueden purificarse después usando cromatografia de afinidad. Las células
microbianas empleadas en expresion de proteinas pueden romperse por cualquier procedimiento conveniente,
incluyendo ciclo de congelacién-fusion, sonicacion, disrupcion mecanica, o uso de agentes de lisado celular.

Los autores de la presente invencion describen un procedimiento para referirse directamente a la expresion de las dos
regiones variables compafieras que se requieren para emparejar de tal manera que haya residuo minimo (Figura 12).
El acido nucleico que codifica la primera region variable se clona dentro de un casete de expresion, de tal forma que
estara sometido al control de un promotor dado (normalmente el promotor de CMV fuerte u otro) y tal que su secuencia
codificante estd seguida por un Sitio de Entrada Ribosémico Interno (IRES) y la secuencia codificante del
transactivador del elemento de respuesta a tetraciclina (TRE) condensado al dominio de activacion de la proteina V16
del hérpes simplex (tTa). El acido nucleico que codifica la segunda region variable se clona dentro de una casete de
expresion de tal forma que la expresion se regula por medio de un promotor inducible, por ejemplo el elemento de
respuesta a tetraciclina (TRE), exisitiendo 7 copias del operador de tetraciclina procariota condensado a un promotor
de CMV minimo. Cuando se introducen ambos casetes de expresion dentro de la misma célula (en vectores diferentes
o en los mismos vectores, al mismo tiempo o uno antes del otro), existira la siguiente relacion entre la expresion de las
dos regiones variables: expresion de la primera region variable, que estd sometida al control de por ejemplo un
promotor constitutivo, conducira a la expresién de la proteina tTa. Esta proteina activa el promotor basado en TRE que
dirigira la expresion de la segunda region variable. Asi la produccion de la segunda region variable es ahora
dependiente de la produccion de la primera region variable. Si estas regiones se requieren para emparejar, la
produccion de los componentes individuales del emparejamiento puede hacerse dependiente.

Cuando los anticuerpos del tipo IgG se producen por medio de una cadena pesada y ligera, la produccion de la cadena
ligera puede hacerse dependiente de la produccion de la cadena pesada. Considerar la realizacion preferida, la
produccion en la misma célula huésped de una mezcla de anticuerpos que comparten todos una cadena ligera
compatible de emparejamiento. El gen de la cadena ligera se clona sometido a control del elemento TRA, mientras que
las cadenas pesadas se proporcionan todas con el IRES y el gen tTa, como se describe anteriormente. En la célula
huésped, cada cadena pesada individual que se expresa activara la produccion de mas cadena ligera compafiera.
Esto es importante, debido a que con multiples cadenas pesadas expresandose, es probable que el nivel de la cadena
ligera pueda llegar a ser limitante y que el exceso de cadena pesada no emparejada inducira posiblemente toxicidad
en la célula huésped (como se ha descrito para células B). Este concepto es también aplicable a la realizacion descrita
en la seccion 4, para la seleccion de anticuerpos reactivos a antigenos para reservas elaboradas en células eucariotas.
Se ha descrito otros sistemas de promotor-transactivador y son también aplicables en este concepto. En el mismo
campo de aplicacién, en aquellos casos donde las proporciones de dos cadenas pesadas particulares necesitan
controlarse o fijarse, este procedimiento de expresion dependiente se puede usar para unir la expresion de dos
cadenas pesadas.

Generalmente se conoce un gran numero de vectores y promotores adecuados por aquellos expertos en la técnica y
estan comercialmente disponibles para generar las construcciones recombinantes de la presente invencion. Los
siguientes vectores se proporcionan a modo de ejemplo para la expresion en células eucariotas de dos o tres
anticuerpos que comparten una secuencia de cadenas ligeras. Los genes que codifican cadenas de anticuerpos se
clonan dentro de casetes de expresion que proporcionan todas las sefiales reguladoras y de secrecion que se usan
normalmente para expresion de anticuerpos, como se representa en la Figura 20. En una primera realizacion, la
expresion de multiples cadenas pesadas de anticuerpos se hace dependiente una con respecto a las otras en la
siguiente manera. En la primera realizacion, el acido nucleico que codifica la primera cadena pesada (H1) se clona
dentro de un casete de expresion, de tal manera que estara sometido al control de un promotor dado (normalmente el
promotor de CMV fuerte u otro) y de tal manera que su secuencia codificante esta seguida por un Sitio de Entrada
Ribosomico Interno (IRES). Esto esta seguido inmediatamente por una segunda region codificante de cadena pesada
de anticuerpo (H2, como se describe en la Figura 21). El promotor P1 dirigira la expresion de H1 y H2, conduciendo a
una proporcion de expresion 1:1 aproximada entre estas dos proteinas; a menudo aunque la segunda region
codificante esta ligeramente menos bien expresada. Asi si la proporcion de expresion se ha dirigido hacia un intervalo
predefinido, el uso de las secuencias IRES es particularmente util. Este intervalo predefinido esta influido entre otros
factores por la naturaleza de la secuencia IRES y las secuencias IRES diferentes mediaran proporciones finales
diferentes. De forma similar la proporcion de expresion entre tres cadenas pesadas de anticuerpos puede ligarse entre
si usando un casete de expresion tricistronica, en el que el casete previamente descrito esta seguido por otro IRES y
region codificante de cadena pesada. Se describen ejemplos de sistemas de expresion tricistronica y de secuencias de
IRES de configuraciones para otros sistemas en la bibliografia (Li y cols., J. Virol. Methods 115: 137-44; When y cols.,
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Cancer Gene Therapy 8: 361-70; Burger y cols. 1999, Appl. Microbiol. Biotechnol. 52: 345-53). En estas realizaciones
la cadena ligera de anticuerpos compartida puede proporcionarse en un plasmido de expresion aparte, en uno o mas
de los vectores que contintan o multiplican las cadenas pesadas de anticuerpos, o que pueden expresarse ya por la
célula huésped usada para la transfeccion con el vector o los vectores de expresiéon de cadena pesada.

En ofra realizacion, los genes de las cadenas pesadas de anticuerpos estan transfectados secuencialmente dentro de
la célula huésped. Primero los autores de la presente invencidn consideran la realizacion para bibliotecas de células
que producen mezclas de 2 anticuerpos. Las células se transfectan con los dos genes de anticuerpos clonados en
vectores diferentes pero la transfeccion se hace secuencialmente en el tiempo. Por ejemplo las regiones codificantes
de cadenas pesadas vy ligeras del primer anticuerpo se introducen dentro de la célula huésped y los transfectantes
estables que expresan este anticuerpo se identifican y se aislan. Los genes de anticuerpos que codifican un segundo
anticuerpo, en los que las regiones de anticuerpos variables son de emparejamiento compatible, se transfectan dentro
de la célula huésped que ya expresa los primeros genes de anticuerpos a nivel alto. Este procedimiento de llevado a
cabo de transfecciones secuenciales (y si es apropiado selecciones de integracion entre ellas) es también adecuado
para elaborar colecciones de mezclas con hasta 4-5 anticuerpos diferentes. Para incrementar el nimero de clones
celulares que expresan anticuerpos muiltiples, los vectores que llevan los genes que codifican los genes de
anticuerpos, llevan también un marcador de superficie Unico, de tal forma que las células transfectadas que tienen
integrada la secuencia del vector puedan seleccionarse faciimente y pueden identificarse los clones que expresan
anticuerpos. Como una realizacion alternativa para elaborar células que expresan anticuerpos multiples con
emparejamiento compatible, se usa el siguiente procedimiento. Primero, como anteriormente, se produce clon celular
que expresa un conjunto de cadenas de anticuerpos (esto puede ser una H y una L o multiples H y una L, por ejemplo)
y se selecciona sobre la base de un primer marcador de seleccion. En paralelo, se produce un clon celular que expresa
otro subgrupo de cadenas de anticuerpos (por ejemplo una o mas H y una L) y que se selecciona sobre la base de un
marcador de seleccion diferente (por ejemplo neo, gpt, zeo, bdl, etc.). Estos clones celulares se fusionan y se
seleccionan después para la presencia de ambos de los marcadores selectivos. Se describen extensivamente
procedimientos para la fusion celular en la bibliografia y se conocen por aquellos que trabajan en el campo; son
similares a aquellos descritos en Norderhaug y cols., 2002 (Eur. J. Biochem 269: 3205-10). Las células hibridas tienen
el potencial de expresar todas las cadenas de anticuerpos. De forma similar, este procedimiento se puede repetir si
han de elaborarse colecciones de grandes numeros de cadenas de anticuerpos. Adicionalmente, el uso de
poblaciones celulares mas que de clones celulares, en este enfoque de transfeccion celular o de fusion celular,
proporciona un procedimiento para lograr grandes colecciones de célula que expresan las cadenas de anticuerpo a
diferentes proporciones.

En una realizacion la region codificante o las regiones codificantes de las moléculas proteinaceas estan flanqueadas
por secuencias que median la integracion dirigida de sitio dentro del genoma de la célula huésped (como se representa
en la Figura 20). Sin estas, la integracion de transgenes tiene lugar al azar y a menudo se integran varias copias del
transgén al mismo tiempo, algunas veces en la forma de un tandem cabeza-cola, con el sitio de integracion y el nimero
de copias integrado variando de una célula transfectada a otra. El uso de los sitios de recombinacion como se
representan en la Figura 20 permite que se tome como diana el sitio preciso de integracién por recombinacion
homologa entre vector y genoma de célula huésped. Esto proporciona un medio para insertar la region codificante
dentro de un sitio de actividad transcripcional alta, con la opcién de proporcionar un promotor en el transgén o usar el
que esta presente en el sitio de integracion. Con insercion mediada por recombinacion al azar u homologa de los
acidos nucleicos que codifican la cadena de anticuerpos se quiere decir cualquier insercion en el genoma de la célula
huésped, o dentro de los acidos nucleicos en un organulo subcelular, o dentro de un cromosoma artificial.

Las realizaciones preferidas son para emplear por vector de expresion usado en la construccién de biblioteca no mas
de 3 cadenas pesadas de anticuerpos y preferentemente 2 por vector. Preferentemente los plasmidos no contienen
mas de 3 promotores y 3 secuencias de IRES y no mas de 6 elementos STAR o MAR. Se prefiere limitar el tamafio del
vector de expresion a 20 kb y si se requieren en la mezcla mas de 5 sitios de unién y estos no pueden codificarse de
forma funcional en un plasmido que sea de menos de 20 kb en tamafio, usar dos o mas plasmidos diferentes.

Se pueden posicionar MAR y STAR en cada lado de la secuencia de ADN a transcribirse. Por ejemplo, los elementos
pueden situarse aproximadamente 200 pares de bases a aproximadamente 1 kb, 5' a partir del promotor y al menos
aproximadamente 1 kb a aproximadamente 5 kb a partir del promotor, en el extremo 3' del gen de interés. Ademas, se
puede situar mas de un elemento 5' a partir del promotor o en el extremo 3' del transgén. Por ejemplo, se pueden situar
dos o mas elementos 5' a partir del promotor. El elemento o elementos en el extremo 3' del transgén puede situarse en
el extremo 3' del gen de interés, o en el extremo 3' de una secuencia reguladora 3', por ejemplo, una region reguladora
3' no traducida (UTR) o una secuencia 3' flanqueante. Los elementos de apertura de cromatina pueden estar
flanqueados en ambos extremos del casete de expresion (Fig. 21D), o pueden situarse 5' del casete de expresion (Fig.
21C).

En particular cuando elementos reguladores multiples tales como STAR y UCO se han introducido dentro de uno y de
los mismos plasmidos, se usan preferentemente elementos que tienen actividad hacia ambos extremos del elemento
de tal forma que puedan proporcionarse en mitad de un casete de expresion. Dado que se ha comunicado que los
MAR funcionan cuando se cotransfectan en trans con el transgén (Zahn-Zabel y cols. (2001) J. Biotechnology 87:
29-42), tienen la ventaja de que no se requiere ninguna etapa de clonacion de ADN para unirlos fisicamente a
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casete(s) de expresion SPCBP. En ese caso el tamafio del elemento MAR o del vector de expresion que lleva los
casetes SPCBP no es mas una limitacion. No obstante, se han descrito elementos MAR tan pequefios como 1,3 kb, asi
son factibles inclusiones en cis multiples. También se ha comunicado que MAR se afiaden tanto en cis como en trans
y en esta configuracion incrementan niveles de expresion de anticuerpos en células CHO 14 veces. En ofra funcién de
estos elementos ademas su efecto sobre estabilidad es que ellos incrementan el nimero de células transformadas
independientemente que expresan la proteina y promueven cantidades mas altas de la proteina recombinante. El
aislamiento de clones y los niveles de produccién son generalmente mas altos, asi en una realizacion preferida esta
invencion se pone el practica usando estos elementos para elaborar grandes colecciones de lineas celulares que
producen composiciones que comprenden sitios de unién funcionales multiples.

8. Mezclas proteinaceas con regiones efectoras multiples y tipos multiples de sitios de unién

La invencion se puede usar para crear composiciones de moléculas proteinaceas que tienen regiones efectoras
multiples. En el caso de anticuerpos, estan incluidas composiciones que presentan una o mas regiones de unién a
antigenos en combinacidon con dos o mas regiones efectoras naturales. Son ejemplos las regiones efectoras
codificadas por IgG 1 e IgG4, que tienen por ejemplo regiones de unién diferentes para C1q vy los diversos receptores
Fc basados en sus regiones constantes codificantes. Tales mezclas pueden ser clinicamente mas efectivas que sus
compuestos monoefectores: la mezcla combina efectores naturales multiples y maximos, que por diversas razones no
estan nunca presentes en el isotipo de anticuerpos naturales y la mezcla imita asi mucho mas estrechamente la
pleiotropia natural de los efectores inmunes que evoca un antigeno/patégeno individual cuando nuestro sistema
inmune lo encuentra. Algunos formatos son IgG1 e IgG4, o IgG e IgM, o0 IgG 1 y Fab, o IgG e IgA, o IgA e IgM, o
condensacion de IgG1-citocina y parecidos. En lugar de elaborar tales proteinas en diferentes huéspedes, la
coexpresion de tales formatos de anticuerpos diferentes, todos asociados con el mismo sitio de unién (o posiblemente
con sitios de unién multiples pero relacionados con una diana y preferentemente con una enfermedad o indicacion),
permite la produccion directa de cocteles de anticuerpos con efectores diferentes. Tales mezclas son mas eficaces en
su actividad bioldgica.

Ademas de anticuerpos, las técnicas de manipulacién de proteinas recientes han permitido la produccion de sitios de
unioén con especificidad predeterminada usando estructuras similares pero también varias veces usando estructuras
muy diferentes. Por ejemplo se han creado ligandos especificos de antigenos usando procedimientos de fagos,
bacterianos, ribosémicos o de levaduras, a partir de bibliotecas de variantes de proteinas, en las que las proteinas en
algunas posiciones se variegaron usando mutagénesis al azar o basada en oligonucleétidos, pero se mantuvo el
armazon principal de la proteina nativa en las variantes. Las proteinas para las que ya se ha aplicado incluyen el
dominio de proteina Z de la proteina A, diversos dominios de Kunitz, lipocalinas, proteina fluorescente verde, uno de
los dominios de fibronectina, otros dominios de la superfamilia de las inmunoglobulinas y ankyrinas. Tales
mimetizadores de anticuerpos son asi moléculas proteinaceas con una actividad de unién no natural, obtenidas por
ejemplo manipulando dentro de la molécula uno o mas residuos o regiones con secuencias variegadas, bien en
posiciones definidas o bien en posiciones al azar e identificando la molécula con propiedades de union a antigeno por
procedimientos de rastreo o seleccion. Ejemplos de los procedimientos son rastreo de alto rendimiento para unién a
antigenos por ELISA, o procedimientos de seleccion descritos en la bibliografia tales como procedimientos de
presentacion in vitro tales como presentacion ribosémica y presentacion de puromicina, procedimientos de
presentacion celulares o viricos tales como fago filamentoso, fago lambda, bacterianos, de levaduras o presentacion
de células eucariotas. Las moléculas proteinaceas resultantes con el sitio de unién nuevo son un mimetizador de
anticuerpo en el sentido de que contendra una regiéon de unién para antigenos en la posicion donde estaba
inicialmente una region variable, similar a una molécula de anticuerpo con dos regiones variables.

9. Elaborar composiciones de compuestos proteinaceos muiltiples con diferentes especificidades de unién.

La tecnologia del ADN recombinante proporciona procedimientos bien conocidos en la técnica para clonar los genes
de regiones variables y para producir lineas celulares que expresen la forma recombinante del anticuerpo. En
particular las propiedades de anticuerpos se estan aprovechando con el fin de disefiar agentes que se unen a
moléculas diana humanas, denominadas, "autoantigenos" y a antigenos de enfermedades viricas o bacterianas. Por
ejemplo, varios anticuerpos monoespecificos se han aprobado como productos terapéuticos humanos. Estos incluyen
Orthoclone OKT3, que tiene como diana antigeno CD3; ReoPro, que tiene como diana glucoproteina llb/llla; Rituxan,
que tiene como diana CD20; Zenapax y Simulect, que tienen como diana receptores de interleucina-2; Herceptina, que
tiene como diana el receptor HER2; Remicade y Humira, que tienen como diana el factor de necrosis tumoral; Synagis,
que tiene como diana la proteina F de virus sincitial respiratorio; Mylotarg, que tiene como diana CD33; y Campath, que
tiene como diana CD52.

Para muchas aplicaciones clinicas la eficacia del tratamiento se incrementaria si se usan combinaciones de
anticuerpos monoclonales. Una preparacion oligoclonal se puede hacer mezclando anticuerpos recombinantes
individuales que se han elaborado cada uno por procedimientos convencionales, que incluyen la expresion y la
purificacion del recombinante individual o de los anticuerpos monoclonales derivados de hibridomas y la mezcla
subsiguiente de estas moléculas. El desarrollo farmacéutico de anticuerpos producidos por separado y después
anticuerpos monoclonales mezclados es inhibidoramente caro. Los anticuerpos monoclonales recombinantes del
isotipo IgG se hacen cominmente por co-expresion de las secuencias de acidos nucleicos que codifican la cadena
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ligera y pesada del anticuerpo en la misma célula huésped, proporcionando un anticuerpo monoclonal, que lleva dos
sitios de union idénticos. La produccién de varios anticuerpos a partir de lineas celulares individuales elaborando cada
una un anticuerpo (y en las que cada linea celular se controla para estabilidad o expresion y consistencia), no es
econdmica con los procedimientos de produccion biotecnolégicos actuales.

Un enfoque para combinar monoclonales es combinar los sitios de unién de la molécula, creando asi un anticuerpo
multiespecifico. Esto permite el marcado como diana de muchos epitopos en el mismo antigeno, o de multiples
antigenos en la misma entidad diana (por ejemplo una célula, un virus, una bacteria, un antigeno), o de epitopos en
diferentes entidades, proporcionando un puente entre estas entidades. De los anticuerpos multiespecificos, los mas
investigados han sido los anticuerpos biespecificos, para marcar como diana entidades terapéuticas o diagndsticas a
células tumorales, por ejemplo una célula T citotdxica, una célula NK un quelante que lleva un radiontclido. Pero en el
anticuerpo especifico los dos sitios de unién estan acoplados covalentemente el uno al otro, lo que limita la flexibilidad
y el uso de tales compuestos. Adicionalmente, muchos de los anticuerpos biespecificos recombinantes (por ejemplo
fusiones Fab-scFv, diacuerpos, Fv de cadena simple) carecen de la provision de la region Fc de anticuerpos. Dado que
los mecanismos efectores dependientes de Fc tales como ADCC son importantes para la eficacia de muchos
anticuerpos (por ejemplo Rituxan y Herceptina), sera importante mantener esta region en la molécula multiespecifica.

El enfoque alternativa es usar anticuerpos monoclonales que comprenden la respuesta inmune completa de un
huésped a un inmundégeno. Los anticuerpos policlonales derivados del suero de reserva de animales inmunizados o de
humanos seleccionados se han usado terapéuticamente por ejemplo para inmunizacion pasiva o activa, por ejemplo
policlonales anti-factor rhesus D, anti-digoxina, anti-rabia, anti-veneno de serpiente y en algunos casos trabajan mas
efectivamente que un monoclonal comparable, por ejemplo anticuerpo monoclonal de conejo de Sangstat frente a
timocitos contra Simulect™. Los inconvenientes para el uso de anticuerpos monoclonales son el riesgo de agentes
infecciosos (virus, priones, bacterias) en estas preparaciones a menudo almacenadas, pero también la variabilidad en
eficacia, la disponibilidad limitada, la respuesta inmune dirigida a la preparacion si el anticuerpo policlonal es no
humano y la abundancia de anticuerpos no relevantes en estas preparaciones. Se han hecho ya policlonales usando
procedimientos recombinantes, pero de nuevo, la produccion de grandes ensayos de anticuerpos a partir de lineas
celulares individuales elaborando cada una un anticuerpo no es econdémica con los procedimientos de produccion
biotecnolégicos actuales. La produccion de la mezcla de anticuerpos policlonales cultivando las lineas celulares en lote
seria mas afectada por diferencias en estabilidad, velocidad y crecimiento de produccion, diferencias en rendimiento
de purificacion etc.

La presente invencién proporciona procedimientos para producir mezclas de anticuerpos, preferentemente por
expresion a partir de una célula huésped individual, usando anticuerpos con regiones variables que se emparejan
apropiadamente entre si para proporcionar esencialmente solamente combinaciones de sitios de unién funcional. Los
procedimientos para obtener tales anticuerpos se describieron anteriormente. Las regiones variables resultantes
pueden asi coexpresarse en procedimiento biotecnolégicamente viable y simple y en una mezcla de anticuerpos
aislados usando procedimientos conocidos en la técnica.

Después de la seleccion de anticuerpos con el comportamiento de emparejamiento adecuado (tales como anticuerpos
con regiones variables compatibles, elementos compatibles de coexpresion etc. como se describe anteriormente), los
genes de region variable de anticuerpos se clonan en vectores de expresion que dirigiran la expresion de un fragmento
de unién a antigeno en por ejemplo el formato siguiente: Fab, Fab', Fab'2, IgG, IgM. En muchos casos el uso de
anticuerpos con por ejemplo regiones variables compatibles de emparejamiento simplifica las construcciones de ADN
que median la expresion del formato de anticuerpo particular. Por ejemplo, para la expresion de dos anticuerpos
diferentes como fragmentos Fab', en los que una de las dos cadenas de anticuerpos es la region variable compatible
de emparejamiento, solo tres cadenas de anticuerpo en vez de las 4 normales se expresan para formar diferentes
sitios de union. Tales construcciones de expresion simplificada pueden conducir a una expresion mas estable y
controlada mas facilmente e incrementar rendimientos funcionales minimizando problemas asociados con
emparejamiento erroneo de dominios de cadenas pesadas y ligeras.

La mezcla puede contener una seleccién dada de anticuerpos, epitopos de reconocimiento en las mismas o diferentes
dianas; se dan ejemplos mas adelante. Una nueva aplicacion es el uso de mezcla que contiene anticuerpos
especificos para complejos formados por otro anticuerpo unido a una diana dado. Ambos de los anticuerpos se pueden
proporcionar en la mezcla, proporcionado un primer anticuerpo para unir el antigeno y un segundo para "sellar" la
primera interaccion, proporcionando la mezcla de anticuerpos con un incremento en afinidad general y especificidad.
Otra realizacion de la invencion es usar moléculas de anticuerpos emparejadas asimétricamente en la mezcla de tal
manera que las funciones efectoras de la mezcla resultante estan alteradas. El propésito de tal mezcla es alterar las
propiedades del mecanismo efectos de los anticuerpos individuales en la mezcla, en una manera especifica de
antigeno/dirigida a sitio de unién, por ejemplo los anticuerpos monoespecificos pueden tener cada uno un efector
diferente a partir de los componentes biespecificos presentes en la mezcla. Considerar el siguiente ejemplo, una
mezcla de dos sitios de unidon de anticuerpo formateados como Oligoclonics™ en el formato 1gG, compuesta de la
cadena pesada gamma-1 de cadena pesada para una region variable de anticuerpo y la cadena pesada gamma-4
para la otra region variable de anticuerpo. La mezcla de Oligoclonics™ contendra los dos anticuerpos
monoespecificos, que seran bien de un isotipo IgG 1 o bien de un isotipo IgG4 y presentaran sus funciones efectoras
respectivas y ademas un dimero hibrido de gamma-1 y gamma-4, con funciones efectoras alteradas o perdidas. Dado
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que muchos receptores Fc se unen en una manera asimétrica a la region Fc dispuesta en forma simétrica, las regiones
Fc asimétricas a menudo perderan interacciones con los receptores Fc y asi actividad ADCC u otra. Los mutantes de
las regiones Fc con por ejemplo mutaciones en el resto de receptor Fcgamma

(residuos 233-238 en la region de asa inferior CH2-), o mutantes con uniéon a C1q reducida, o mutantes con asa
intercambiada o acortada, o con dominios intercambiados por otros dominios de la familia de cadenas pesadas de
inmunoglobulinas, o regiones Fc optimizadas por su interaccidon con regiones Fc particulares (por ejemplo unién
mejorada al receptor de activaciéon FcgammaRllIl y/o union disminuida al receptor inhibidor FcgammaRlIb), se pueden
usar para el ensamblaje de tales regiones Fc asimétricas. Las aplicaciones de tales pares asimétricos estan
proporcionando en una mezcla un compuesto pero no otros con una funcién efectora particular, o para retirar un
efector, por ejemplo en los compuestos biespecificos 0 monoespecificos.

10. Ejemplos de usos de composiciones de compuestos proteinaceos multiples con diferentes
especificidades de unién.

Hay aplicaciones para mezclas de diferentes sitios de unién en el mismo antigeno, para mezclas de diferentes sitios de
unioén en diferentes antigenos, para mezclas de diferentes sitios de unién en diferentes antigenos en la misma diana o
en diferente diana. Como un ejemplo de uso de una mezcla en el tratamiento de una enfermedad virica, se discute el
ejemplo de infeccion por virus de la hepatitis B (HBV). Vacunas de HBV recombinantes proporcionan un medio seguro
y efectivo para prevencion de HBV que confiere inmunidad a largo plazo a través de inmunizacion activa. En contraste
con la aparicién lenta de proteccion tras esta vacunacion, la inmunoterapia pasiva con anticuerpos a HBV proporciona
proteccion inmediata pero a largo plazo contra transmision e infeccion viricas. Se cree que los anticuerpos inhiben
infeccion bloqueando la entrada de HBV dentro de las células. Tal inmunoterapia pasiva es aconsejable para
individuos quienes hayan estado expuestos a material positivo para HBV (heridas por agujas o cortes) y para neonatos
cuyas madres sean portadoras de HBV, para pacientes que sufren trasplante de higado. En la actualidad tal
tratamiento se lleva a cabo con inmunoglobulina de hepatitis B, un derivado de plasma, una preparacion de
anticuerpos policlonales obtenida de donantes quienes eran positivos a anticuerpos de antigenos antihepatitis B de
superficie. La disponibilidad de este suero es limitada y adicionalmente los asuntos de precio y de seguridad con
respecto al uso de productos sanguineos, hacen necesario el desarrollo de un tratamiento alternativo. Un anticuerpo
monoclonal humano seria ventajoso presentando una fuente estable y reproducible para inmunoterapia prolongada.
Sin embargo, los estudios muestran que un anticuerpo monoclonal dirigido al antigeno S y que neutraliza la capacidad
contra HBV en chimpancés retardé pero no evité la infeccién con HBV. En parte esto puede causarse por la aparicion
de variantes de escape, mutantes en el antigeno S que pueden no estar unidos mas por el anticuerpo monoclonal. De
forma similar, surgen mutantes de escape en pacientes después de trasplante de higado en ensayos clinicos con
anticuerpos monoclonales. Por lo tanto el tratamiento con un anticuerpo monoclonal individual puede ser ineficaz e
insuficiente. Estudios de seguimiento han implicado mezclas de anticuerpos monoclonales humanos. Los estudios
llevados a cabo por XTL Biopharmaceuticals y colegas muestran que una mezcla de dos anticuerpos es mas eficaz en
reducir la carga viral y en inhibir la infeccion por HBV en sistemas de modelos animales que una mezcla policlonal.
Esto indica que la potencia de una respuesta inmune humoral policlonal puede reducirse a unos pocos anticuerpos y
que una mezcla definida de unos pocos anticuerpos trabajaria igual de bien o mejor que algunas preparaciones
policlonales. Una mezcla de dos anticuerpos que reconocen diferentes epitopos en la superficie virica se mostro asi
que es mas efectiva en la prevencién de infeccién por HBV.

En otro ejemplo de uso de una mezcla de anticuerpos monoclonales en el tratamiento de una enfermedad virica, se
discute el ejemplo del virus de la inmunodeficiencia humana de tipo 1 (VIH-1). La infeccion con VIH-1 conducira al
desarrollo del sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) si se deja sin tratar. Durante la infeccién con VIH-1, se
desarrollan los anticuerpos neutralizantes que se dirigen contra diversos epitopos en las moléculas glucoproteicas
gp41 y gp120 de la envoltura de VIH-1. En un ensayo clinico publicado en 1992, la administracion de plasma
seropositivo en VIH-1, conteniendo valoraciones de neutralizacion de anticuerpos de VIH-1 altas, se asocié con una
reduccion en la viremia de VIH-1 y con varias infecciones oportunistas. Varios grupos han publicado
subsiguientemente que la administracion de plasma seropositivo en VIH-1 da como resultado retraso en el primer
evento que define el SIDA y en mejora de los sintomas clinicos. Sin embargo, el entusiasmo por la terapia pasiva
decliné cuando se encontré que los anticuerpos fallaban en eliminar el virus y daba como resultado la aparicion de
variantes de escape de neutralizacién en pacientes. Se demostré que los anticuerpos que se inducen durante la
infeccion de VIH-1 natural neutralizan pobremente el virus, dando como resultado una potencia baja de sueros
hiperinmunes usados para inmunoterapia pasiva de infeccion por VIH-1. Ademas, se demostré6 que algunos
anticuerpos que surgen durante la infeccion natural pueden incluso potenciar la infeccion. Se realizé que para terapia
de anticuerpos de VIH-1, se necesitaban anticuerpos monoclonales neutralizantes potentes y bien caracterizados.

Estos hallazgos tempranos estimularon el desarrollo de anticuerpos monoclonales humanos contra glucoproteinas de
envoltura de VIH-1. En afos recientes, se han aislado varios anticuerpos monoclonales humanos contra las
glucoproteinas de envoltura virica gp41 y gp120 del VIH-1 y se han caracterizado por su actividad neutralizante virica
in vitro. Experimentos subsiguientes en modelos de primates no humanos de infeccién y transmision de VIH han
mostrado que anticuerpos monoclonales humanos que tienen como diana diferente epitopos de glucoproteinas de
envoltura de VIH-1 presentan fuerte sinergia cuando se usan en combinacién. Se ha sugerido que las combinaciones
de anticuerpos monoclonales anti-VIH humanos pueden aprovecharse clinicamente para inmunoprofilaxis pasiva
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frente a VIH-1.

El tercer ejemplo se refiere al campo de la rabia. La rabia es una enfermedad neurolégica aguda causada por la
infeccion del sistema nervioso central con el virus de la rabia, un miembro del género Lyssavirus de la familia de
Rhabdoviridae. Casi invariablemente fatal una vez aparecen los sintomas clinicos, el virus de la rabia continua siendo
una amenaza importante para infeccion humana o veterinaria debido a los reservorios extensos en diversas especies
de la vida salvaje. Por todo el mundo, son endémicas distintas variantes de virus de la rabia en especies de animales
terrestres particulares, con relativamente poco en comun entre ellos. El virus de la rabia tiene de manera caracteristica
forma de bala, virion envuelto de genoma ARN de sentido negativo de hebra individual y cinco proteinas estructurales.
De estas una diana para neutralizacién de diana es la glucoproteina (G) virica. Los determinantes antigénicos de G
varian sustancialmente entre las cepas del virus de la rabia. El tratamiento apropiado después de la infecciéon consta
de inmunoterapia pasiva y activa. Para inmunoterapia pasiva se usa mayoritariamente suero almacenado de
individuos inmunes a la rabia o de caballos inmunizados, pero con riesgo de contaminacion con patdégenos humanos
conocidos o desconocidos, o con el riesgo de reacciones anafilacticas, respectivamente. Ademas, la inmunoglobulina
anti-rabia es cara y puede estar en suministro corto o no existente en la mayoria de los paises en desarrollo donde la
rabia canina es endémica. Hay por lo tanto una necesidad para composiciones y procedimientos para producir
mezclas de anticuerpos, preferentemente anticuerpos humanos, para usar en inmunoterapia pasiva de infecciones de
rabia. Se han elaborado varios anticuerpos monoclonales hechos por fusién del virus Epstein-Barr transformado,
heterohibridomas humanos especificos del virus de la rabia (Champion y cols., J. Immunol. Methods (2000) (235:
81-90). También se han clonado varios anticuerpos que neutralizan virus derivados de estos anticuerpos
(PCT/1S02/26584 y PCR/US01/14468 y Morimoto y cols. (2001), J. Immunol. Methods 252: 199-206). Varios otros
anticuerpos monoclonales que neutralizan la rabia se han descrito en la técnica, lo que podria usarse en los
experimentos mas adelante. Como se indica en estas publicaciones, una mezcla de diferentes anticuerpos humanos
que neutralizan la rabia seria un reactivo ideal para inmunoterapia pasiva de rabia.

En general para la enfermedades viricas, el ensamblaje funcional de mezclas de anticuerpos antiviricos puede
incrementar la eficacia clinica del tratamiento cuando se compara con terapia monoclonal, disminuyendo la
probabilidad de mutantes de escape viricos resistentes al tratamiento y reduciendo la probabilidad de resistencia virica
con terapia prolongada. En la mezcla, se pueden incluir anticuerpos que unen a diferentes epitopos del virus. Puede
también ser factible incluir anticuerpos para subtipos diferentes del virus, para ampliar la utilidad del farmaco para una
poblacion de pacientes mas amplia. Se pueden afiadir anticuerpos antiviricos adicionales dirigidos a epitopos lineales,
que pueden ser menos propensos al efecto de mutantes de escape que los anticuerpos dependientes de
conformacion. El efecto de especificidades de unién multiples presentes en la mezcla de anticuerpos puede
proporcionar una sefial mas fuerte para eliminacion virica que cuando se usa un anticuerpo monoclonal. Hay
aplicaciones para mezclas de esencialmente un sitio de unién con diferentes especificidades finas para unir este
antigeno. Por ejemplo, cuando el antigeno es propenso a mutacion como es el caso con muchos antigenos viricos, en
el curso de un tratamiento el epitopo en el antigeno puede alterarse de tal forma que se pierda la unién del anticuerpo
original. Cuando se usa una mezcla, por ejemplo en base a la misma cadena pesada emparejada con un conjunto
pequefio de cadenas ligeras que proporcionan un intervalo de especificidades finas, hay posibilidad de que las
mutaciones afecten a la union de algunas especies en la mezcla, pero no de otras con una quimica de union diferente
mediada por la regidn variable compatible de emparejamiento. En un caso tal sera preferible usar distintas quimicas de
unién para la interaccion con el antigeno, asi las regiones variables compatibles de emparejamiento estarian lo menos
relacionadas posible. Como alternativa se pueden usar anticuerpos que usan quimicas de sitios de union muy
diferentes teniendo regiones variables de cadenas pesadas y ligeras no relacionadas, pero presentan comportamiento
de emparejamiento exclusivamente de tal forma que su produccion en la misma célula proporciona sitios de unién
funcionales principalmente. Tales mezclas son preferentemente mas activas que los componentes individuales y en
algunos casos actuaran sinérgicamente.

En el formato de Oligoclonics™, los anticuerpos del isotipo IgG se hacen por coexpresion de los genes de las cadenas
pesadas y ligeras con comportamiento de emparejamiento apropiado en la misma célula huésped. El resultado de este
proceso es una mezcla de diferentes proteinas, los anticuerpos bivalentes monoespecificos que llevan dos sitios de
union idénticos y anticuerpos especificos que llevan dos sitios de union diferentes. Habra ocasiones donde la
presencia de esta clase biespecifica de anticuerpos potenciara adicionalmente la eficacia de la mezcla de anticuerpos.
Solamente cuando hay mudiltiples epitopos presentes en el antigeno o microorganismo y estos epitopos se presentan
en el posicionamiento correcto, un anticuerpo monoclonal del isotipo IgG sera capaz por ejemplo de unir ambos de sus
brazos Fab al antigeno. En muchos casos donde un antigeno es un monémero o un multimero pequefio, como
citocinas, interleucinas e interferones, mayoritariamente solamente un anticuerpo IgG monoclonal se unira al antigeno.
El componente biespecifico de los Oligoclonics™, proporciona una nueva oportunidad para unir con un puente
epitopos vecinos y formar un anticuerpo altamente avido de union. Se pueden seleccionar emparejamientos que
tienen este comportamiento usando las metodologias de mezclas de rastreo de anticuerpos como se describe en el
presente documento. Ademas de esta ventaja de avidez, las moléculas biespecificas pueden también reticular
receptores que anticuerpos bivalentes aiin monoespecificos en la misma mezcla no pueden reticular. Oligoclonics™
pueden proporcionar asi una mezcla de anticuerpos que por unidad de masa neutralizara virus, citocinas, toxinas etc.
con mas efectividad cuando se comparan con anticuerpos monoclonales y en casos especificos, por ejemplo con un
componente biespecifico de unién avidamente o con un reticulador de receptor u otro mecanismo Unico mediado por el
anticuerpo especifico, también comparado con mezclas de anticuerpos monoclonales. Los compuestos biespecificos
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son también utiles para explorar vias tradicionalmente desarrolladas con anticuerpos biespecificos, tales como el
redireccionamiento de moléculas o células efectoras inmunes tales como células T, proteinas del complemento y
células que expresan receptor de Fc para células tumorales o patégenos.

Asi las mezclas de anticuerpos pueden ser adecuadas para enfrentar patégenos incluyendo virus como VIH y rabia,
bacterias, hongos y parasitos. Otros ejemplos donde un suero policlonal o una gammaglobulina se usa actualmente
que podria reemplazarse con una mezcla de anticuerpos definida, incluye enfermedades tales como rabia, hepatitis,
virus varicela-zoster, herpes y rubeola. Las enfermedades bacterianas que podrian tratarse con mezclas de
anticuerpos incluyen meningitis, enfermedades causadas por Staphylococcus, Streptococcus, Hemophilus, Nesseria,
Pseudomonas y los actinomicetos. Las dianas pueden incluir también aquellos implicados en sépsis bacteriana tales
como lipopolisacaridos (LPS), lipido A, factor de necrosis tumoral alta o proteinas de unién a LPS. Algunos de los
patégenos aparecen en serotipos multiples y no se requiere uno sino multiples anticuerpos para neutralizar los
diversos serotipos. Una mezcla de anticuerpos proporcionara, por la eleccién de las especificidades de unién, una
cobertura mas amplia de serotipos que pueden tratarse y por lo tanto mas pacientes se pueden tratar con la misma
mezcla de anticuerpos. Las mezclas por esta u otra razén pueden formar también diagnésticos adecuados y parte de
los kits diagndsticos para la deteccion de una enfermedad o trastorno en un paciente.

Las mezclas de anticuerpos pueden ser mas efectivas que los anticuerpos monoclonales también en el tratamiento de
enfermedades oncoldgicas tales como linfoma no Hodgkin (NHL) y tumores celulares epiteliales como carcinoma de
mama y carcinoma de colon. Marcar como diana tanto CD20 como CD22 en NHL con anticuerpos ha demostrado ya
ser menos efectivo que marcar las células tumorales con los anticuerpos individuales. Los antigenos diana adecuados
para mezclas de anticuerpos en enfermedades oncoldgicas son muchos, incluyendo CD19, CD20, CD22, CD25
(receptor de IL-2), CD33, el receptor de IL-4, receptor de EGF, receptor de EGF mutante, antigeno carcino-embridnico,
antigeno especifico de prostata, ErbB2/HER2, carbohidrato de Lewisy, mesotelina, Mucina-1, el receptor de
transferrina, el antigeno de membrana especifico de préstata, VEGF y receptores, EpCAM y CTLA-4. Se pueden ver
efectos sinérgicos cuando se usan anticuerpos que unen a dianas y a rutas diferentes en la enfermedad, tales como
anticuerpos con efectos anti-angiogénesis y anti-proliferativos. Hay también aplicaciones en este campo para una
mezcla de esencialmente un sitio de union con diferentes afinidades para unir su antigeno. Por ejemplo, la eficiencia
de penetraciéon de tumor sélido in vivo esta limitada para anticuerpos de alta afinidad debido a la barrera de sitio de
unién, aun se requiere una minima afinidad para lograr una acumulaciéon sustancial en el tumor. Con los
procedimientos descritos en el presente documento, se puede establecer una mezcla de anticuerpos, por ejemplo
basados en la misma cadena pesada emparejada con un conjunto pequefio de cadenas ligeras que todavia tienen
comportamiento de emparejamiento apropiado que proporciona un intervalo de afinidades cuando se emparejan con la
cadena pesada. Tales mezclas se pueden usar para incrementar la acumulaciéon en el tumor y el coctel mejor
equilibrado encontrado eligiendo los componentes y sus niveles de expresion. Tales mezclas son preferentemente
mas activas que los componentes individuales y pueden actuar sinérgicamente.

Las mezclas de anticuerpos pueden ser también adecuadas para neutralizar multiples dianas diferentes, por ejemplo
en el campo de enfermedades inflamatorias, donde estan implicados factores multiples de una manera u otra en
mediar la enfermedad o agravar sus sintomas. Ejemplos de estas enfermedades son artritis reumatoide, enfermedad
de Crohn, esclerosis multiple, diabetes insulinodependiente, diabetes mellitus y soriasis. El tratamiento 6ptimo de
muchas de estas enfermedades implica la neutralizacion o de agentes patolégicos circulantes y/o aquellos en la
superficie de células marcadas en la respuesta inflamatoria especifica en el paciente. En enfermedades de
autoinmunidad e inflamatorias las dianas adecuadas son generalmente interferones, citocinas, interleucinas,
quimiocinas y marcadores especificos en células del sistema inmune y en particular interferon alfa, receptor de
interferon alta, interferon gamma, receptor de interferon gamma, factor de necrosis tumoral alfa, receptor de factor de
necrosis tumoral, receptor de antigeno de HLA-clase Il, interleucina-1beta, receptor de interleucina-lbeta,
interleucina-6, receptor de interleucina-6, interleucina-15, receptor de interleucina-15, IgE o su receptor, CD4, CD2, e
ICAM-1.

También son adecuadas mezclas para la neutralizacién de efectos mediados por agentes de guerra bioldgica,
incluyendo toxinas tales como neurotoxina botulinica derivada de Clostridium botulinum, antrax, viruela, virus de
fiebres hemorragicas y la peste. La neutralizacién de la toxina botulinica se discute aqui como un ejemplo. Las toxinas
botulinicas, las sustancias mas venenosas conocidas, causan la enfermedad humana paralizadora botulismo y son
uno de los agentes amenazadores de alto riesgo de bioterrorismo. El anticuerpo neutralizador de toxina se puede usar
para profilaxis o tratamiento pre- o pos-exposicién. Existen pequefias cantidades tanto de antitoxina equina humana
como de inmunoglobulina botulinica humana y actualmente se usan para tratar el botulismo de adultos e infantes. El
anticuerpo monoclonal recombinante proporciona un suministro ilimitado de antitoxina libre de enfermedades
infecciosas y no requiere donantes humanos para plasmaféresis. Se generd un panel de anticuerpos monoclonales
humanos y murinos a partir de los linfocitos B de donantes hiperinmunes y de ratones inmunizados usando tecnologia
de presentacion de anticuerpos de fagos. Se probaron anticuerpos monoclonales y combinaciones individuales por su
capacidad para proteger ratones de dosis mortales de neurotoxinas (Nowakowski, A. y cols. (2002) PNAS 99:
11346-11350). Mientras que los anticuerpos monoclonales individuales no mostraron ninguna proteccion de los
ratones contra dosis letales de toxinas, las combinaciones de solamente tres anticuerpos monoclonales contra
diferentes epitopos de la toxina dieron proteccién muy potente. La combinacion de tres anticuerpos monoclonales
neutralizd 450.000 dosis letales de toxina botulinica, una potencia 90 veces mas grande que la globulina hiperinmune
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humana. De forma importante, la potencia de la mezcla de anticuerpo monoclonal se debio principalmente a un gran
incremento en la afinidad de unién de anticuerpos. Asi, procedimientos que permiten la produccién rentable,
controlada y eficiente de mezclas de anticuerpos monoclonales contra neurotoxina botulinica proporcionan una via
para el tratamiento y la prevencion de botulismo y también otros patégenos y agentes de amenaza bioldgica. Como se
muestra en este estudio, una mezcla de tres anticuerpos que unen epitopos no solapantes en neurotoxina botulinica,
tuvieron un efecto sinérgico en neutralizacion de toxinas debido a una avidez general incrementada.

Las mezclas de anticuerpos se pueden aplicar para retrasar la apariciéon de las respuestas anti-idiotipicas en
pacientes, proporcionando idiotipos multiples de una familia de anticuerpos, uniendo todos a la misma diana, en la
forma mas simple mutantes aminoacidicos del mismo anticuerpo con una especificidad y afinidad de unién similar
resultante, a una mezcla mas compleja de anticuerpos multiples dirigidos contra el mismo epitopo.

Las mezclas de anticuerpos se pueden aplicar también para desarrollar derivados de las mezclas de proteinas,
incluyendo inmunotoxinas, versiones marcadas con radiois6topos, inmunoconjugados, conjugados anticuerpo-enzima
para terapia con profarmacos (ADEPT), inmunopolimeros (Allen, (2002) Nat Rev Cancer 2: 750-763). Las mezclas de
los anticuerpos pueden bien modificarse en lote con las sustancias apropiadas, bien fusionarse genéticamente a un
gen que codifica una toxina o a un gen que codifica una enzima como se describe en la técnica para anticuerpos
monoclonales.

Habiendo descrito en general la invencion, la misma se entendera mas facilmente por referencia a los siguientes
ejemplos, que se proporcionan a modo de ilustracion y no se desean como limitacion.

Ejemplos:
Ejemplo 1. Descripcion de los anticuerpos anti-rabia derivados de hibridoma usados en los estudios.

Este ejemplo describe varios anticuerpos neutralizantes de rabia que se usan en los ejemplos adicionales. Los
siguientes anticuerpos son anticuerpos humanos neutralizantes de virus: (1) JB.1 (abreviado a JB en la seccion
siguiente): descrito en Champion y cols., J. Immunol. Methods (2000) 235: 81-90 y la clonacion y secuencia en el
documento PCT/IS02/26584. (2) JA-3.3A5 (abreviado a JA en la seccion siguiente): descrito en Champion y cols., J.
Immunol. Methods (2000) 235: 81-90, la clonacién en Morimoto y cols. (2001), J. Immunol. Methods 252: 199-206 y
también en el documento PCT/US01/14468. (3) M57: anticuerpo y su clonacion se describieron en Cheung y cols.
(1992), J.Virol. 66: 6714-6720 y adicionalmente en el documento PCT/IS02/26584. Las secuencias nucleotidicas de
las secuencias nucleotidicas de cadenas pesadas y ligeras completas y también de las secuencias de aminoacidos de
sus regiones variables se revelan en los listados de secuencias (SEC. ID. N.°°: 1-12). En base a los datos en la
bibliografia todos estos anticuerpos neutralizan diversos aislados de rabia, pero no todos la misma, proporcionando un
espectro mas amplio de aislados neutralizados que cuando se usa un monoclonal.

Ejemplo 2. Produccion de mezclas de fragmentos de anticuerpos scFv basados en anticuerpos antirrabia
derivados de hibridoma reclonados y coexpresion.

Este ejemplo describe la produccién de una mezcla de tres sitios de unidon como tres proteinas. Usando como plantilla
los genes de la region variable de los tres anticuerpos descritos en el Ejemplo 1, la clonacién se usa construyendo tres
casetes de expresion, uno por cada uno de los anticuerpos y clonando estos en un vector de expresion apropiado.

Primero los genes de la region variable se amplifican con oligonucleétidos que hibridan con los extremos 5' y 3' de las
secuencias nucleotidicas y proporcionan sitios de restriccion apropiada de enzimas para clonacion. Las técnicas de
clonacion estandar se describen en Sambrook y cols., 'Molecular cloning', segunda edicion, Cold Spring Harbor
Laboratory Press (1987). Los genes de regiones variables clonadas se amplifican por la reaccién en cadena de la
polimerasa usando procedimientos bien conocidos en la técnica. Para anticuerpo JA, se usa el siguiente
procedimiento: se disefian cebadores en la regién FR1 y en la region FR4 de la secuencia de nucleétidos de cadena
pesada variable, tal que la region variable se clona corriente abajo de una secuencia lider bacteriana y corriente arriba
de la fase de lectura con una secuencia codificante de Gly-Ser. El poliengarce dentro del que se clonan las regiones
variables de las cadenas pesada y ligera se indica en la Figura 13. Los cebadores se disefian manteniendo la
secuencia aminoterminal de las regiones FR1 y FR4 e incluyendo un sitio de enzimas de restriccion para clonacion de
la region variable dentro de la regién de poliengarce de pSCFV (Figura 13). pSCFV es un derivado de pUC119 que es
esencialmente pHEN 1 (Hoogenboom y cols. (1991) Nucl. Acids Res. 19: 4133-4137) dentro de la que el fragmento
Sfil-Notl se reemplaza con la secuencia Sfil-Notl representada en la Figura 13 y en la que el sitio Notl esta seguido por
una etiqueta de c-myc, para deteccion y purificacion del fragmento de anticuerpo. Ademas el gen Ill de fago
filamentoso se elimina en este plasmido. Varias opciones para clonacion direccional son factibles, indicadas por las
localizaciones de sitios de restriccion en el mapa de poliengarce en la Figura 13. Para la VH de JA, se usan los
siguientes oligonucleoétidos amplificando las regiones VH: 5'-GTC CTC GCA ACT GCG GCC CAG CCG GCC ATG
GCA GAG GTG CAG CTG TTG GAG TCT GGG GG-3'y el complemento reverso de 5'-ACC CGG GTC ACC GTC TCC
TCC-3'. La reaccion de PCR se lleva a cabo con el gen de anticuerpo de plantilla que ya se clond, plasmido SPBN-H
(Morimoto y cols. (2001), J. Immunol. Methods 252: 199-206), durante 25 ciclos, desnaturalizacién a 94 °C durante 30
segundos, alineamiento a 50 °C durante 60 segundos y elongacion a 72 °C durante 90 segundos, usando ADN
polimerasa Taq (Promega, Madison, WI). El producto resultante de aproximadamente 400 pares de bases se purifica,
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se digiere con las enzimas de restriccion, Sfi | y BstEll y se clona en pSCFV, dando como resultado pJA-VH. De forma
similar, la cadena ligera de JA se amplifica a partir de pSPBN-L con oligonucleétidos apropiadamente disefiados y se
clona en pJA-VH, proporcionando pSCFV-JA. La integridad de las secuencias se confirma usando el kit de
secuenciacion de AmpliTags (Perkin-Elmer, Foster City, EE.UU.) con cebadores especificos basados en el armazén
del vector justo adyacente a los insertos de la region variable. De forma similar, las regiones variables de anticuerpos a
partir de hibridomas JB y M57 se clonan en el formato Fv de cadena simple.

La expresion de los fragmentos de anticuerpos individuales se hace como sigue. Los fragmentos de scFv se expresan
tras induccion con isopropil-p-D-tiogalactopirandsido (IPTG) a partir del promotor lacZ que dirige la expresion del scFv
en plasmidos basados en pSCFV y se recogieron del espacio periplasmico de células TG1 de E. coli. Confirmando la
union de los scFv individuales, se elabora un ELISA usando placas de Polysorb (Nunc) revestidas con 5
microgramo/ml de glucoproteina del virus de la rabia. La purificacion de virus y la purificacion de glucoproteinas se han
descrito en otros puntos (Dietzschold y cols. (1996) Laboratory Techniques in Rabies, Eds Meslin, Kaplan and
Korpowski. Organizacion Mundial de la Salud, Génova, pagina 175). Como alternativa se usa para el revestimiento una
fuente de glucoproteina de rabia (G) recombinante del tipo apropiado. La secuencia de G de rabia esta disponible para
la persona experta en la técnica y asi estan las técnicas de clonacién, expresion y purificacion.

En la etapas siguientes los casetes de expresion de scFv se clonan uno después del otro en plasmido pSCFV-3
(representado en la Figura 14A), que es un derivado de sitios de restriccion unicos que llevan pSCFV para clonar
genes scFv, dos detras del mismo promotor lacZ y separados por medio de un nuevo sitio de unién a ribosomas (rbs)
y una nueva secuencia sefal (S) y una detras de un promotor inducible por arabinosa, rbs y S (Figura 14A). Ello lleva
diferentes etiquetas, una por cada uno de los casetes scFv, c-myc (como en pSCFV; secuencia EQKLISEEDL), la
etiqgueta VSV (la secuencia YTDIEMNRLGK) y la etiqueta (HA) de hemaglutinina del virus influenza (la secuencia
YPYDVPDYA) y todo seguido por un tramo de 3 alaninas y 5 histidinas. Este disefio proporciona un procedimiento
para deteccion de anticuerpos individuales en la mezcla y un procedimiento genético para purificacion, en base a
cromatografia de afinidad de metal inmovilizado (IMAC) usando procedimientos bien conocidos en la técnica. El
plasmido se usa también en Ejemplo 17 (con insertos de restriccion y sitios de clonacion descritos en las SEC. ID. N.°%:
16 y 17). Los genes scFv estan amplificados con oligonucledtidos que introducen los sitios apropiados y se clonan en
este plasmido. El plasmido finalmente resultante, pSCFV-JA-JB-M57 (Figura 14B) se introduce dentro de la célula TG1
huésped de E. coli y la expresion de los scFvs se indujo con IPTG (para JA y JB) y/o arabinosa (M57). Por induccion
con IPTG, se logra la expresion de una mezcla de dos fragmentos scFv funcionales, en la que el enlace directo
favorece el emparejamiento entre las regiones variables unidas intermolecularmente. Por induccién individual con
arabinosa, se coexpresa un fragmento de scFv adicional. Como alternativa, los tres casetes de expresion de scFv se
clonan en plasmidos separados dentro de plasmidos compatibles tales como pBR322 y pACYC y se mantienen en la
misma célula huésped antes de induccion. La unién de la mezcla a glucoproteina de rabia (G) se pone a prueba como
antes usando ELISA. La contribucion a la union en la mezcla de cada uno de los fragmentos scFv se confirma usando
uno de los tres anticuerpos anti-etiqueta (la unioén del anticuerpo monoclonal de ratén 9E10 a marca de epitopo c-Myc
humano (cédigo del producto de abcam, www.abcam.com: ab32) y anticuerpos policlonales contra la etiqueta HA
(ab3413) o contra la etiqueta VSV (ab3556). Verificando si la produccion se lleva a cabo por una bacteria y su progenie
y no por tres clones que cada uno produce uno de los fragmentos de anticuerpo, el cultivo se somete a purificacion de
colonias después de 4 horas en la fase de induccion y se pone a prueba la produccién de tres clones independientes,
confirmando que la expresién es clonal. Determinando el porcentaje de regiones variables emparejadas
correctamente, la mezcla de scFv se purifica primero a partir del extracto periplasmico de E. coli usando IMAC.
Brevemente, un cultivo de 500 ml inducido con IPTG y arabinosa (mantenido 4 horas a 30 °C), se agita a 4600 x g
durante 20 minutos a 4 °C y el sedimento bacteriano se resuspende en medio salino tamponado en fosfato (PBS)
conteniendo inhibidores de proteasa (fluoruro de fenil-metil-sulfonilo y benzamidina). La solucion se sonica a 24 °C
usando un desintegrador ultrasonico (MSE Scientific Instruments) y la suspensién se centrifuga a 50.000 x g durante
30 minutos a 4 °C. La fraccion de sobrenadante se incuba con resina TALON™ de acuerdo con las instrucciones del
fabricante (Clontech). Después de lavado exhaustivo, las proteinas se eluyen usando imidazol 100 mM. Tras este
procedimiento, los fragmentos scFv se purifican adicionalmente por filtracion de gel usando una columna Superdex 75
(Amersham Pharmacia Biotech) conectada a un instrumento biolégico (Biorad). Las concentraciones de ScFv se
cuantifican usando el kit del acido bicinconinico (Pierce). Una fraccion de la mezcla de anticuerpos esta unida a un
exceso molar de proteina G biotinilada en un volumen de 0,5 ml. La proteina con scFv unidos se captura sobre la
superficie de un exceso de perlas revestidas de estreptavidina paramagnética (200 microlitros de DYNAbeads, Dynal,
Noruega), de una manera similar a la que se describe en el Ejemplo 4 para selecciones de fagos. Los sobrenadantes
de la mezcla se ponen a prueba después para la presencia de fragmentos scFv en un SDS PAGE seguido por analisis
de prueba de bandas de Western con los anticuerpos anti-etiqueta caracterizando los anticuerpos no funcionales. El
experimento proporciona evidencia para la produccion simultanea de tres fragmentos scFv por la misma célula
huésped y la recuperacion eficiente de sitios de unién funcionales, asi regiones variables emparejadas correctamente
a partir de esta preparacion.

Ejemplo 3. Produccion de mezclas de anticuerpos de scFv-Fc en base a los anticuerpos antirrabia derivados
de hibridoma reclonados y a la co-expresion en un sistema eucariota.

Este ejemplo describe la produccién de una mezcla de tres o seis proteinas diferentes compuestas de regiones
variables emparejadas formando dos o tres especificidades de unién. En un ejemplo adicional, los genes scFv estan
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subclonados en un vector de expresion eucariota basado en pCDNA3 que lleva la region gamma-1 humana. Este
plasmido, VHExpress, se manipulé extensamente eliminando los sitios de enzimas de restriccion internos (Persic y
cols. (1997) 187: 9-18) y contiene un promotor (CMV en vez de EF-lalfa como en publicacién), una secuencia lider
eucariota, un poliengarce con sitios de clonacién para una region variable de anticuerpo, el gen gamma-1 y el sitio de
poli A de la hormona del crecimiento bovina (Figura 15). Adicionalmente ello contiene los genes que codifican
resistencia a amp y resistencia a neo y contiene el origen de replicacion de SV40. La secuencia completa se da en
SEC. ID. N.°: 13. Este vector es adecuado para la expresion de genes de region variable de anticuerpos formateados
como fragmentos scFv. La clonacion del gen de scFv del anticuerpo JA se lleva a cabo como sigue. El scFv se usa
como una plantilla en una reaccion de PCR con oligonucleétidos 5-TATC CGC GCG CAC TCC GAG GTG CAG CTG
TTG GAG TCT GGG GG-3'y el complemento reverso de 5-ACC CGG GTC ACC GTC TCC TCC GGT GAG TCC TAG
CGC TTT TCG T-3'. El fragmento de PCR de aproximadamente 750-800 pares de bases se aisla, se digiere con
BssHIl y Eco47lll y se clona dentro de plasmido VHEXxpress cortado de forma similar. De forma similar, los genes scFv
de anticuerpos JB y M57 se clonan dentro de este plasmido; evitando digestion en sitios internos se usa el otro sitio
adecuado (Bpu1102l) o una ligadura de 3 formas que proporciona también el mismo plasmido. Los plasmidos
resultantes con scFv clonado correctamente, llamados respectivamente pscFv-Fc-JA, pscFv-Fc-JB y pscFv-Fc-M57,
se introducen dentro de las células huésped, en este ejemplo células PER.C6™.

Para un analisis inicial, estos plasmidos se expresan transitoriamente bien solos o bien en combinaciones de dos o tres
construcciones scFv-Fc. Las células cultivadas a 5 x 10° células/ml en medio de cultivo con suero fetal de ternera al 10
% (FCS) en matraces 80 cm? se transfectan durante 4 horas usando lipofectamina (Invitrogen Life Technologies) de
acuerdo con las instrucciones del fabricante (140 microlitros de lipofectamina por 10 microgramos de ADN por matraz)
en medio libre de suero a 37 °C. Después de esta incubacion, las células se lavan, se resuspenden en medio de cultivo
rico y las células se cultivan durante 5 dias. El sobrenadante se recoge para andlisis de la proteina de fusion scFv-Fc
segregada. Se usa un ELISA en sandwich cuantificando la cantidad de IgG producida, usando dos anticuerpos
dirigidos a la regién Fc. Las proteinas de fusion scFv-Fc se purifican usando cromatografia de afinidad a proteina A
usando una columna HighTrap (Amersham Pharmacia) de acuerdo con las instrucciones del fabricante para IgG 1) y el
eluato concentrado por medio de concentrador Microcon-YM30 (Amicon) y su tampodn intercambiado por PBS a pH
7,0. La aparicion de diferentes mezclas de scFv-Fc, seis en total para las células transfectadas con los tres genes de
scFv-Fc, se caracteriza adicionalmente como se describe anteriormente en ELISA y usando aislados viricos que se
reconocen especificamente por los anticuerpos, incluyendo virus de murciélago europeo 2 por anticuerpo JB y virus de
murciélago de Lagos y virus Mokoa por anticuerpo JA y cepas CVS-11, CVS-24, PM, SHBRV y COSRV (Champion y
cols., J. Immunol. Methods (2000) 235: 81-90). La presencia de los sitios de unién M57 y JB se confirma usando un
anticuerpo anti-ld (véanse también ejemplos 14 y 22). Tras esto, la actividad de neutralizacion virica de la mezcla de 3
moléculas monoespecificas y de 3 moléculas biespecificas (sin purificacion) se somete a ensayo para la presencia de
anticuerpos neutralizadores del virus de la rabia usando la prueba de inhibicién de foco fluorescente rapida (RFFIT)
como se describe por Hooper y cols., ASM Pres, WA, pagina 1997. La dilucién en serie se hace esencialmente del
sobrenadante conteniendo la mezcla de anticuerpos en placas de 96 pocillos (Nunc) y una dilucion del virus de la rabia
conocida por causar infeccion del 70-80 % de las células indicadoras afadidas a cada pocillo. Los controles son
muestras control de sueros inmunes a la rabia positivas y se incluye también medio negativo. Después de 1 hora a
cada pocillo se afiaden 50.000 células de rifion de hamster bebé (BHK) y el cultivo se incuba durante toda una noche
a 37 °C. Las placas se lavan después una vez con PBS enfriado en hielo y las células se fijan con acetona al 90 %
enfriada en hielo durante 20 minutos a -20 °C. La acetona se retira y se afiaden a las placas secadas al aire 50
microlitros de anticuerpo monoclonal de nucleoproteina antirrabia marcado con FITC (Ab 1002 del sitio abcam o
anticuerpo de Centocor, Malvern). Después de incubacion de 1 hora a 37 °C, las placas se lavaron 3 x con agua y se
analizaron en un microscopio de fluorescencia. La actividad de cada uno de los componentes de scFv se estudia
poniendo a prueba en este ensayo la neutralizacion de diversos aislados de rabia, incluyendo los mencionados en el
Ejemplo 1. Los mismos plasmidos pscFv-Fc-JA, pscFv-Fc-JB y pscFv-Fc-M57 son también adecuados elaborando
transfectantes adecuados. Por seleccion usando el gen de resistencia a neo y cultivando y rastreando procedimientos
conocidos por aquellos expertos en la técnica, se obtienen lineas celulares derivadas de PER.C6™ estables que
expresan anticuerpos. Se transfectan esencialmente 5 x 10° células PER.C6™ usando lipofectamina de acuerdo con
las instrucciones del fabricante y 3 microgramos de ADN por plasmido. Las células se transfectan con los 3
microgramos de cada plasmido separadamente, o con 1,5 microgramos cada una de pscFv-Fc-JA y pscFv- Fc-JB, o
con 1,5 microgramos cada una de pscFv-Fc-JB y pscFv-Fc-M57, o con 1 microgramo de cada uno de pscFv-Fc-JA,
pscFv-Fc-JB y pscFv-Fc-M57, o con un vector de LacZ de control. Después de 5 horas las células se lavan y el medio
se intercambié con medio no selectivo. El dia siguiente se reemplaza el medio con medio recién preparado
conteniendo G418 a 500 microgramos/ml (Sigma-Aldrich) y ademas cada 2-3 dias siguientes el medio de cultivo se
renueva hasta que aparecieron los clones (15-20 dias después de sembrar). Los clones se recolectan y se clonan
aparte a condiciones de dilucién limitantes, de tal forma que 2-3 semanas mas tarde empiezan a aparecer lineas
celulares clonales. Estas se expanden a pocillos mas grandes y a matraces y eventualmente el medio selectivo se
omite. El sobrenadante de estas lineas celulares se recoge para analisis de la proteina de fusion de scFv-Fc
segregada. Como antes, se usa un ELISA en sandwich (como se describe en el documento WO 00/63403)
cuantificando la cantidad de IgG producida, usando dos anticuerpos dirigidos a la region Fc. Las proteinas de fusion se
purifican usando cromatografia de afinidad de proteina A usando una columna HighTrap (Amersham Pharmacia) de
acuerdo con las instrucciones del fabricante para IgG 1. La scFv-Ig purificada a partir de diversos clones se aisla, se
purifica y se pone a prueba en una serie de ensayos. Lo primero es analizar la presencia de los dos o tres genes scFv
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diferentes de las lineas celulares creadas, amplificando el ADN gendmico de estas lineas celulares con anticuerpo
JA/JB o M57 scFv u oligonucleétidos especificos de genes V y confirmar la presencia por secuenciacion del material
amplificado. El nimero de copias de cada una de las construcciones de anticuerpos integrados se determina con
procedimientos tales como prueba de bandas de Southern o Hibridacion In Situ Fluorescente (FISH). En segundo
lugar, la mezcla se caracteriza bioquimicamente usando SDS-PAGE y enfoque isoeléctrico. Como alternativa los
anticuerpos anti-idiotipo o los mimitopos peptidicos se usan delineando las composiciones (véase Ejemplo 12). La
estabilidad del nivel de expresion, de las proporciones entre los componentes scFv diferentes y de la composicion de la
mezcla de anticuerpos producida por lineas celulares que producen la mezcla de tres o seis proteinas se continta a lo
largo del tiempo por estos ensayos. Finalmente, se llevan a cabo los ensayos de unién y neutralizacion, incluyendo
unién de antigenos en ELISA y en microscopia de fluorescencia con células infectadas y tejidos infectados y el ensayo
de neutralizacion de virus RFFIT como se describe anteriormente. La actividad bioldgica de la mezcla se pone a
pruaba frente a un intervalo de aislados de rabia y se determina la actividad de acuerdo con las unidades
internacionales de anticuerpos de la rabia y se hace referencia a inmunoglobulina de rabia de referencia de la OMS
(WHO Technical Series Report (1994) vol. 848, pagina 8; y vol. 840). Poniendo a prueba la actividad bioldgica
(neutralizacion virica) de una serie de lineas celulares que producen cantidades variables de las tres fusiones scFv-Fc,
se identifica la mezcla mas 6ptima. Las mezclas se comparan con la actividad de rabia de ImnmoGam®, la preparacion
de inmunoglobulina humana usada para inmunoterapia pasiva (véase también
http://www.aventispasteur.com/usa/product/pdffiles/!LE34391.PDF). El efecto del componente biespecifico se prueba
comparando la eficacia de neutralizacién de la mezcla de proteinas scFv-Fc con la actividad de cantidades
comparables de los (1) anticuerpos recombinantes completos individuales JA (IgG1), JB (IgG 1) y M57 (IgG 1), (2)
mezclas de dos o tres de estos anticuerpos. Debido a la discrepancia observada algunas veces entre los datos de
neutralizacion in vitro e in vivo, ademas de ensayos de neutralizacion in vitro, puede ser necesario llevar a cabo
algunas veces ensayos de neutralizacion in vivo usando experimentos de proteccion de ratdbn como se describen en
Dietzschold y cols. (1992) PNAS 89: 7252.

Ejemplo 4. Seleccion de regiones variables emparejadas 6ptimamente por dos pares de regiones variables de
anticuerpos optimizando la region variable de cadena ligera.

Se usan en este experimento anticuerpos M57 y JB. Ambos tienen una cadena ligera lambda, de clase | para JB de de
clase Il para M57, con homologia entre las dos cadenas (Figura 16). Los genes de la region variable de estos dos
anticuerpos se clonan en vector de presentacion de pFab, que parece funcionalmente pCES1 (de Haard, H.J. y cols.
(1999) J Biol Chem 274: 18218-18230) y es una presentacion de fragmento Fab y un vector de expresion. En este
sistema de vector, los genes de region de cadena pesada variable se clonan como fragmentos de genes VH; el vector
suministra todos los Fab con un gen de CH1 de gamma-1 humano. El fragmento Fd se usa para dos etiquetas para
purificacion y deteccion: una cola de histidina para Cromatografia de Afinidad de Metal Inmovilizado (IMAC) y una
etiqueta derivada de c-myc, seguida por un coddn de parada ambar y la proteina de revestimiento secundaria Ill de
fago filamentoso fd. La cadena ligera de anticuerpos se clona como fragmento de VLCL completo, para secrecion
dirigida y ensamblaje con la VHCH1 en la particula de fago. Los sitios de enzimas de restriccion y la secuencia de la
region de poliengarce esta indicada en la Figura 17. La clonacioén de las regiones variables se lleva a cabo de forma
similar a como se describe en el Ejemplo 2, con oligonucledtidos amplificando la region VH y que adjuntan sitios de
enzimas de restriccion apropiados. Los plasmidos resultantes se designan VH-M57 y pVH-JB, respectivamente.

Estos plasmidos se usan como receptores para una coleccién de cadenas lambda humanas derivadas de donantes
humanos. Los linfocitos B se aislan a partir de 2 | de sangre en un gradiente Ficoll-Pacque. Para aislamiento de ARN,
el sedimento celular se disuelve inmediatamente en 50 ml de tiocianato de guanidinio 8 M/2-mercaptoetanol 0,1 M. El
ADN cromosoémico se cizalla por completo haciéndolo pasar a través de una jeringuilla estrecha (calibre de 1,2/0,5
mm) y los desechos insolubles se retiran por centrifugacion a velocidad lenta (15 minutos 2.934 x g a temperatura
ambiente). EI ARN se sedimenta por centrifugacion a través de un gradiente de bloque de CsCl (12 ml de
sobrenadante en una capa de 3,5 ml de CsCl 5,7 M/EDTA 0,1 M; en 4 tubos totales) durante 20 horas a 125.000 x g a
20 °C en un rotor SW41 (Beckman). El ARN se almacena a -20 °C en etanol. Se prepara ADNc cebado al azar con 250
mg de ARN de PBL. El ARN se desnaturaliza por calor durante 5 minutos a 65 °C en presencia de 20 mg de cebador al
azar (Promega), subsiguientemente se afiaden tampoén y DTT de acuerdo con las instrucciones de los suministradores
(Gibco-BRL), asi como dNTP de 250 mM (Pharmacia), 800 U de ARNSsin (40 U/ml; Promega) y 2.000 U de MMLV-RT
(200 U/ml; Gibco-BRL) en un volumen total de 500 ml. Después de 2 h a 42 °C, la incubacion se detiene por una
extraccion con fenol/cloroformo; se precipita y se disuelve ADNc en 85 ml de agua. A partir de este material, las
reservas génicas de region variable de la familia lambda de cadenas ligeras se amplifican usando oligonucleétidos 4
VX-especificos que se emparejan preferencialmente con las familias lambda | y Il (HuVI1A/B/C-BACK y HuVI2-BACK
como en la Tabla a continuacién) y con dos cebadores basados en las regiones constantes (HuCI2-FOR y HuCI7-FOR
como en Tabla 1 mas adelante, combinadas en cada reaccion) y con PCR en un volumen de 50 ml, usando polimerasa
AmpliTaqg (Cetus) y 500 pM de cada cebador durante 28 ciclos (1 minuto a 94 °C, 1 minuto a 55 °C y 2 minutos a 72 °C).
Todos los productos se purifican a partir de gel de agarosa con el kit de extraccion de QlAex-Il (Qiagen). Como entrada
para reamplificacion introduciendo sitios de restriccion, se usan 100-200 ng de fragmento de ADN purificado como
plantila en un volumen de reaccion de 100 ml, usando los oligonucledtidos apropiadamente prolongados
proporcionando los sitios para clonacion, ApaLl y Ascl (Ultimos seis cebadores de la siguiente Tabla). Este material
amplificado se puirifica, se digiere con Ascl y ApalLl y se clonan dos muestras dentro de los los plasmidos diferentes
pVH-M57 y pVH-JB.
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HuVI 1A-BACK 5-CAG TCT GTG CTG ACT CAG CCA CC-3'
HuVI1B-BACK 5-CAG TCT GTG YTG ACG CAG CCG CG-3'
HuVIMGBACK 5-CAG TCT GTC GTG ACG CAG CCG CC-3'
HuVI2-BACK 5-CAR TCT GCC CTG ACT CAG CCT-3'

HuCI2-FOR 5-TGAACATTC TGT AGG GGC CAC TG-3'
HuCl7-FOR 5-AGA GCATTC TGC AGG GGC CAC TG-3'

HuVI1A-BACK-APA 5-ACC GCC TCC ACC AGT GCA CAG TCT GTG CTG ACT CAG CCA CC-3'
HuVI 1B-BACK-APA 5-ACC GCC TCC ACC AGT GCA CAG TCT GTG YTG ACG CAG CCG CC-3'
HuVI 1C-BACK-APA 5-ACC GCC TCC ACC AGT GCA CAG TCT GTC GTG ACG CAG CCG CC-3'

HuVI2-BACK-APA 5-ACC GCC TCC ACC AGT GCA CAR TCT GCC CTG ACT CAG CCT-3'
HuCI2-FOR-ASC 5-ACC GCC TCC ACC GGG CGC GCC TTATTATGAACATTC TGT AGG GGC CAC TG
HuCl7-FOR-ASC 5-ACC GCC TCC ACC GGG CGC GCC TTATTAAGA GCATTC TGC AGG GGC CAC TG

Estos resultados de clonacion dan como resultado dos bibliotecas designadas como Fab-VH-M57-VLn vy
Fab-VH-JB-VLn.

Las particulas de fagos se elaboran a partir de cultivos de estas dos bibliotecas. El rescate de particulas de fagémidos
con fago ayudante M13-KO7 se lleva a cabo de acuerdo con (Marks y cols. (1991), J. Mol. Biol. 222: 581-597) en una
escala de 1 I, usando nimeros representativos de bacterias a partir de la biblioteca para inoculacion, asegurando la
presencia de al menos 10 bacterias a partir de cada clon en el inéculo de inicio. Para selecciones, se usaron 10" uf.c.
(unidades formadoras de colonias) con 10 microgramos/ml de glucoproteina de rabia revestida en inmunotubos
(Maxisorp tubes, Nunc) o con proteina G biotinilada soluble 250 nM. Se biotinila antigeno a una proporcién de una a
cinco moléculas de NHS-Biotina (Pierce) por molécula de antigeno de acuerdo con las recomendaciones de los
suministradores. Se llevan a cabo tres rondas de seleccidon con estas bibliotecas. Los protocolos cultivando y
seleccionando bibliotecas de presentacion de fagos se han descrito en otros puntos (como en Marks y cols. (1991), J.
Mol. Biol. 222: 581-597) y se conocen bien por aquellos que trabajan en la técnica. Brevemente, la seleccion con el
antigeno biotinilado se lleva a cabo como sigue. Las particulas de fago se incuban en una rueda rotadora durante 1
hora en M-PBST al 2 % (PBS suministrado con leche desnatada en polvo al 2% y Tween-20 al 0,1 %). Mientras tanto,
se incuban 100 ml de perlas paramagnéticas conjugadas con estreptavidina (Dynal, Oslo, Noruega) en una rueda
rotadora durante 2 horas en M-PBST al 2 %. Se afiade antigeno biotinilado al fago preincubado y se incuba en una
rueda rotadora durante 30 minutos. A continuacion, se afiaden perlas y la mezcla se deja en la rueda rotadora durante
15 minutos. Después de 14 lavados con M-PBST al 2 % y un lavado con PBS, la particulas de fago se eluyen con 950
ml de trietilamina 0,1 M durante 5 minutos. El eluato se neutraliza inmediatamente por la adicién de 0,5 ml de Tris-HCI
(pH 7,5) y se usa para infeccion de células TG1 de E. coli en fase logaritmica. Las células TG1 estan infectadas
durante 30 minutos a 37 °C y se plaquean en placas de agar TY 2x (16 g de bactotriptona, 10 g de extracto de levadura
y 5 g de NaCl por litro), conteniendo glucosa al 2 % y 100 mg/ml de ampicilina. Después de incubacién durante toda
una noche a 30 °C, las colonias se recogen por rascado a partir de las placas y se usan rescatando fago segun se
describe (Marks y cols. (1991), J. Mol. Biol. 222: 581-597). Los sobrenadantes de cultivo de clones seleccionados
individuales que albergan bien fago rescatado o bien fragmentos Fab solubles se ponen a prueba en ELISA con
antigeno biotinilado revestido directamente o capturado indirectamente por medio de estreptavidina BSA biotinilada
inmovilizada. Se describe aqui el procedimiento con antigeno biotinilado para la deteccién de fragmentos Fab solubles.
Para captura de glucoproteina de rabia biotinilada, primero se reviste BSA biotinilada a 2 mg/ml en PBS durante 1 hora
a 37 °C. Después de tres lavados con PBS-Tween 20 al 0,1 % (v/v), las placas se incuban durante 1 hora con
estreptavidina (10 mg/ml en PBS/gelatina al 0,5 %) (24). Tras lavar como anteriormente, el antigeno biotinilado se
afade durante una incubacién durante toda una noche a 4 °C a una concentracion de 3 mg/ml. Las placas se bloquean
durante 30 minutos a temperatura ambiente con leche en polvo semidesnatada al 2 % (w/v) (Marvel) en PBS. El
sobrenadante de cultivo se transfiere a estos pocillos y se diluye 1 0 5 veces en Marvel al 2 % (p/v)/PBS y se incuba
durante 2 horas; el Fab unido se detecta con anticuerpo anti-myc 9E10 (5 mg/ml) reconociendo la etiqueta myc-péptido
en el extremo carboxiterminal de la cadena Fd pesada y conjugado antirraton-HRP de conejo (DAKO). Tras la ultima
incubacion, se lleva a cabo la tincion con tetrametilbenzidina (TMB) y HO2 como sustrato y se detiene afiadiendo la
mitad de un volumen de H>SO4 2 N; la densidad 6ptica se mide a 450 nm. Los clones que dan una sefial positiva en
ELISA (sobre 2x el fondo), se analizan adicionalmente por identificacion genética con BstNI de los productos de PCR
obtenidos por amplificacion con los oligonucledtidos M13-reverso y gen lll-directo (como en Marks y cols. (1991), J.
Mol. Biol. 222: 581-597).

La induccion a gran escala de fragmentos Fab solubles se lleva a cabo en una escala de 50 ml en 2xTY conteniendo
100 mg/ml de ampicilina y glucosa al 2 %. Después de cultivar a 37 °C a una D.O.e00 de 0,9, las células se sedimentan
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(10 minutos a 2.934 x g) y se resuspenden en 2xTY con ampicilina e IPTG 1 mM. Las bacterias se recogen después de
3,5 horas a 30 °C por centrifugacion (como anteriormente); las fracciones periplasmicas se preparan resuspendiendo
el sedimento celular en 1 ml de PBS enfriado en hielo. Después de 2 a 16 horas rotando cabeza con cabeza a 4 °C, los
esferoplastos se retiran por dos etapas de centrifugacion: después de centrifugar durante 10 minutos a 3.400 x g, el
sobrenadante se aclara por una etapa de centrifugacion adicional durante 10 minutos a 13.000 x g en una
centrifugadora de tubos eppendorf. La fraccion periplasmica obtenida se usa directamente por determinacion de la
afinidad por resonancia de plasmén de superficie y de especificidad fina en prueba de bandas de Western o estudios
de neutralizacién de virus.

Usando la citada prueba de ELISA, se identifican paneles de Fab reactivos para antigenos tanto para M57 como para
JB. Los Fab se purifican y su afinidad relativa por el antigeno se compara con el anticuerpo nativo como determina
Fab. Todos los clones que estan en un alcance de 10 veces de la afinidad se secuencian. Secuenciando, se prepara
ADN plasmidico a partir de cultivos de 50 ml cultivados a 30 °C en el medio, conteniendo 100 mg/ml de ampicilina y
glucosa al 2 %, usando el midi-kit de QIAGEN (Qiagen). Se llevd a cabo secuenciacién con el kit termociclador
(Amersham) con cebadores marcados con CY5 CH1FOR (5'-GTC CTT GAC CAG GCA GCC CAG GGC-3') y M13REV
(5'-CAG GAA ACA GCT ATG AC-3'). El analisis se hizo como se describe anteriormente; las secuencias de
aminoacidos de los dos grupos de VL de anticuerpos, para M57 y JB, se comparan entre si. Muchas de las variantes
seleccionadas se derivan de la familia lambda 1 y lambda 2 pero llevan mutaciones somaticas por toda la secuencia.
En cada coleccion, se selecciona un grupo de 10 VL comunes que son candidatos "comunes" tedricos para
emparejarse a ambas VH y estas se clonan por medio de los sitios de restriccion comunes Apall y Ascl dentro del
plasmido que lleva la otra VH. Asi el VLCL de un clon candidato de biblioteca Fab-VH-M57-VLn se aisla usando
electroforesis de gel de la digestion con ApaLl-Ascl y se clona en pVH-JB. Esto se lleva a cabo para todas las VL
candidatas; las nuevas combinaciones se prueban todas como anteriormente en ELISA para su compatibilidad de
emparejamiento con el VH no analogo. El clon con la afinidad mas anta en ambos anticuerpos se designa VL-M57=JB.
Este procedimiento conduce a la identificacion de region variable lambda de cadena ligera que el el formato Fab puede
emparejarse 6ptimamente tanto con la VH de JB como con la de M57.

Ejemplo 5. Seleccion de regiones variables emparejadas 6ptimamente por dos pares de regiones variables de
anticuerpos optimizando la region variable de cadena pesada.

Para las ocasiones donde las dos cadenas ligeras de dos anticuerpos dados sean muy diferentes entre si, como es el
caso entre anticuerpos de las familias kappa y lambda, es posible también seguir una estrategia alternativa que la
descrita en el Ejemplo 4. En el presente documento describimos la seleccion de un VL emparejado 6ptimamente, que
se emparejara en una manera compatible con dos regiones variables. En el experimento el bucle principal en la VH, el
CDR3, que tanto es responsable de la union a antigeno como contribuye a la interaccion con la cadena ligera, se
diversifica. Se pueden seguir otros esquemas, en los que otros residuos de VH conocidos por estar estructuralmente
posicionados en la interfase VH-VL se mutan (ejemplificados en la Figura 18). Este procedimiento puede aplicarse
también a multiples genes de la region variable, usando un gen de region variable, preferentemente de linea germinal,
elegido y multiples regiones variables compafieras que se mutagenizan después y se seleccionan como en la siguiente
descripcion.

El objetivo del experimento es encontrar una variante de JA que tendra de forma o6ptima comportamiento de
emparejamiento a VL-M57=JB. El anticuerpo JA lleva una cadena kappa en lugar de una lambda (Figura 16) y el
reemplazo de su cadena ligera analoga con VL-M57-JB conduce a una pérdida de afinidad sustancial. Por lo tanto ella
es la VH de este anticuerpo que estara mutado, compensando por pérdida de afinidad con el antigeno y
proporcionando también interacciones potenciales con la VL nueva. Primero la VL-M57=JB esta clonada como
fragmento VLCL ApaLl-Ascl dentro de presentacion de pFab segun se describe en el Ejemplo 4; esto proporciona
plasmido pVL-M57=JB. La cadena pesada del anticuerpo JA esta amplificada a partir de pVH-JA (Ejemplo 2) usando
dos cebadores: 5-GTC CTC GCA ACT GCG GCC CAG CCG GCC ATG GCA GAG GTG CAGCTG TTG GAG TCT
GGG GG-3' y el complemento inverso de la siguiente secuencia, que es un oligonucleétido mutageno que se
enriquece con mutaciones en los dos residuos que preceden la CDR3 y por toda la region CDR 3 (en la region
destacada; véase también Figura 18): 5'-C ACG GCC GTA TAT TAC TGT GCG AAA GAT CGA GAG GTT ACT ATG
ATA GTT GTA CTT AAT GGA GGC TTT GAC TAC TGG GGC CAG GGA ACC CGGG TCA CCG TCT CCT-3'. EI
enriquecimiento se lleva a cabo por la inclusidon durante la sintesis de oligonucleétidos en los residuos subrayados, de
mezclas del 90 % del residuo natural y del 10 % de una mezcla con proporciones equimolares de los cuatro residuos.
El PCR se lleva a cabo como en el Ejemplo 1 proporcionando un fragmento de 350-400 pares de bases, que esta
purificado en gel, digerido con Sfil y BstEll y clonado en pVL-M57=JB, formando una biblioteca de variantes de JA,
designada Fab-JA-VHmut.

Esta biblioteca se rescata ahora usando fagos coadyuvante y se llevan a cabo selecciones y rastreos en glucoproteina
de rabia de acuerdo con los procedimientos descritos en el Ejemplo 4. Los clones de Fab resultantes que mantienen
unién a antigeno contienen una variante de VH-JA que es compatible para emparejamiento con VL-M57=JB. Los Fab
candidatos se producen y se purifican y su afinidad se determina como se describe en el Ejemplo 4. El mutante de
cadena pesada variable de la afinidad mas alta se designa VH-JA*.

Ejemplo 6. Aislamiento de anticuerpos contra glucoproteina de rabia a partir de una biblioteca de fagos
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combinatoria al azar y de rastreo para VL compatible entre clones de union.

Las bibliotecas de presentacion de fagos son una fuente adecuada de anticuerpos para la presente invencion. Las
bibliotecas que son adecuadas para el ensamblaje de paneles de anticuerpos incluyen bibliotecas no inmunes (de
Haard, H.J. y cols. (1999) J Biol Chem 274: 18218-18230), bibliotecas semi-sintéticas (de Kruif y cols. (1995) J. Mol.
Biol. 248: 97 y Giriffiths y cols. (1994) EMBO J. 13: 3245-3260) y también bibliotecas inmunes, que a menudo presentan
un nivel mas bajo de diversidad de cadenas variable. La primera aplicacion presentada es seleccionar anticuerpos
frente a un antigeno solamente, proporcionando una mezcla de anticuerpos dirigidos al mismo antigeno que puede
rastrearse para regiones variables compatibles de emparejamiento y usarse produciendo una mezcla de anticuerpos.
La segunda aplicacion se refiere a la seleccion de anticuerpos para dos antigenos diferentes. Los procedimientos
llevando a cabo selecciones y rastreos se conocen bien en la técnica y se describen también en los Ejemplos 4 y 5.
Usando seleccion de antigenos, se obtienen paneles de fragmentos de anticuerpos especificos para un grupo dado de
antigenos. Para cada uno de los paneles se determina la secuencia de VH y VL. Asi cada antigeno tendra un grupo de
anticuerpos reactivos. Después es posible identificar por inspeccién visual en cada uno de los paneles aquellos
anticuerpos que comparten una VL dada o que tienen VL altamente relacionadas entre los diferentes conjuntos. Los
casos descritos en el Ejemplo 4 son también aplicables aqui. En el mejor caso cada conjunto tiene al menos un
anticuerpo con una VL idéntica a al menos otro anticuerpo en los otros conjuntos. Cuando este no es el caso, se
encuentra una VL adecuada que se combina con una VH adecuada por los procedimientos descritos en el Ejemplo 4:
el VH se empareja con un repertorio de VL, del que se dirige la composicién por la homologia con una VL dada o con
VL dadas. Como alternativa se elige una VL y la VH que no combina se mutageniza segun se describe en el Ejemplo 5,
proporcionando pares compatibles para todos los conjuntos. Las secuencias se inspeccionan adicionalmente para
encontrar regiones variables que no tienen identidad u homologia de secuencias. Se identifican cadenas pesadas
variables con cadenas ligeras variables multiples y viceversa. Tales emparejamientos "promiscuos” implican que la
region variable involucrada une al mismo antigeno con cualquiera de las varias cadenas compafrieras. Para identificar
rapidamente tales regiones variables, es particularmente Util usar bibliotecas de anticuerpos semi-sintéticos que tienen
un numero limitado de posiciones que se diversificaron, como se ha descrito para la biblioteca de anticuerpos de fagos
sintéticos humana en Giriffiths y cols. (1994) EMBO J. 13: 3245-3260.

En la primera aplicacién, se seleccionan anticuerpos contra un antigeno, la glucoproteina de rabia. La biblioteca
descrita en Griffiths y cols. (1994) EMBO J. 13: 3245-3260, esta seleccionada en base al antigeno de la glucoproteina
de rabia como se describe anteriormente. Hay fuentes diferentes del antigeno, incluyendo el material purificado como
en Dietzschold y cols. (1996) Laboratory Techniques in Rabies, Eds Meslin, Kaplan and Korpowski. Organizacion
Mundial de la Salud, Génova, pagina 175. Como alternativa, se usa para el revestimiento una fuente de glucoproteina
de rabia (G) recombinante del tipo apropiado. La secuencia de G de rabia esta disponible para personas expertas en la
técnica y asi estan las técnicas de clonacién, expresion y purificacion. Un formato adecuado es usar un tipo
inmunoadhesina de moléculas, en el que la parte soluble de la glucoproteina esta genéticamente condensada a una
region Fc de inmunoglobulina y la proteina de condensacion expresada en células eucariotas (véase también Chamow
y Ashkenazi, Antibody Fusion Proteins, 1999, Wiley-Liss, NY). Para seleccion de fagos, la inmunoadhesina esta
biotinilada para usarse en una seleccion como se describe en el Ejemplo 4, o esta inmovilizada por revestimiento.
Como alternativa, se llevan a cabo selecciones en viriones de rabia inmovilizados (o biotinilados) y se llevan a cabo
selecciones cada ronda sobre viriones derivados de diferentes cepas de rabia, obteniéndose un panel de anticuerpos
que reconocen los epitopos mas comunes presentes en las diferentes cepas. Estos procedimientos proporcionan un
panel de anticuerpos dirigidos contra el antigeno de rabia, a pesar de eso se ha puesto a prueba la compatibilidad del
emparejamiento de las regiones variables de los candidatos individuales.

Los autores de la presente invencién revelan aqui el uso de anticuerpos a partir de la biblioteca de anticuerpos de
fagos descrita en Griffiths y cols. (1994) EMBO J. 13: 3245-3260, pero para los clones a partir de otras bibliotecas se
aplican los mismos principios. Se identifica un panel de Fab reactivos con la glucoproteina de rabia y se lleva a cabo el
procedimiento para hallar combinaciones de VH y VL de emparejamiento 6ptimo como se describe anteriormente.
Como una alternativa, independiente de secuenciacion, para identificar pares de VH y VL emparejados dptimamente
(que por ejemplo se pierden en analisis de secuenciacion), sigue la siguiente aproximacion empirica. Las cadenas
variables de un panel de 30 anticuerpos humanos se reordenan y las huevas combinaciones se ponen a prueba en un
ensayo de union. El reordenamiento se lleva a cabo reclonando las cadenas ligeras presentes en los clones de Fab
reactivos frente a antigenos que se basan en el plasmido fd-DOG-210x recombinado, segun se corta el fragmento de
ApalLl-Ascl dentro de los mismos genomas de fagos que contienen Fab cortados con las mismas (las Unicas) enzimas.
Este es un experimento que se hace en lote, con todos los 30 insertos de VL y 30 vectores que contienen VH
mezclados; la secuenciacion se usa delineando el emparejamiento de cada par VH-VL. ELISA se usa definiendo qué
anticuerpos retienen union a antigenos y esos clones se secuencian. Las composiciones resultantes proporcionan
VH-VL que son de emparejamiento compatible, la primera clase de las cuales esta formada por clones que comparten
una VL o una composicion relacionada con VL; en ese caso puede escogerse una mas los diferentes genes de VH
elaborando Oligoclonics™ (véase Ejemplo 10). La segunda clase contiene clones con emparejamiento "promiscuo” y
los genes VH de estos estan combinados con los pares de VH y VL de aquellos Fab que son compatibles con esta VH
tolerante.

La segunda aplicacion se refiere a la seleccion de anticuerpos de fagos en dos antigenos diferentes, como se indica en
la Figura 2. Se siguen los mismos procedimientos como se acaban de describir para un antigeno, ahora ensamblando
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dos conjuntos de anticuerpos, uno para cada antigeno. Se siguen los mismos procedimientos también identificando
clones con una secuencia de regién variable idéntica o similar, o empiricamente, demostrando la existencia de
anticuerpos compatibles de emparejamiento entre los dos conjuntos de anticuerpos.

Ejemplo 7. Aislamiento de anticuerpos contra glucoproteina de rabia a partir de una biblioteca de fagos con
diversidad limitada y anticuerpos de rastreo que son no competitivos.

Las bibliotecas de scFv o de Fab de anticuerpos de fagos que se forman enfocando la diversidad en una region
variable y manteniendo la otra region invariable, preferentemente una secuencia de linea germinal, son
particularmente relevantes para la invencion. A partir de tales bibliotecas es factible aislar anticuerpos con una cadena
pesada diferente pero con cadena ligera idéntica, o viceversa (Figura 3). Tales anticuerpos se reformatean
adecuadamente en un formato de Oligoclonics™ de acuerdo con la invencién. En la técnica, se ha descrito que
anticuerpos que tienen el mismo gen de VL pero que tienen diferentes genes de VH y especificidades que varian
pueden obtenerse a partir de bibliotecas de presentacion de fagos de anticuerpos (Nissim y cols., (1994) EMBO J. 13:
692-698).

Se usa una sub-biblioteca de la biblioteca de scFv semisintética (de Kruif y cols. (1995) J. Mol. Biol. 248: 97) en el
ejemplo siguiente. Esta sub-biblioteca contiene anticuerpos con diversidad en la regién de VH solamente. Las
selecciones sobre antigeno se llevan a cabo segun se describe en los ejemplos anteriores. Usando glucoproteina de
rabia como el antigeno segun se describe en el Ejemplo 6, se identifican 10 anticuerpos humanos con VH diferente
pero VL idéntica. Estos son inmediatamente adecuados para inclusion en Oligoclonics™ (Ejemplo 10). En algunos
casos sera favorable identificar aquellos anticuerpos que reconocen epitopos diferentes a partir de los otros
anticuerpos en la mezcla, y/o obtener anticuerpos que reconocen el mismo epitopo reconocido por un anticuerpo
monoclonal y policlonal dado. La naturaleza competitiva de los 10 anticuerpos de scFv seleccionados con el anticuerpo
monoclonal de rabia M57 se determina en ELISA, usando el disefio descrito en el Ejemplo 2 (esencialmente, con
antigeno unido, afiadiendo muestra y detectando usando un anticuerpo anti-c-myc marcado con HRP) en presencia o
ausencia del anticuerpo M57. Los experimentos de competicidon entre clones se llevan a cabo facilmente usando
ELISA de competicion similares con las particulas de fago-scFv y los fragmentos scFv solubles. Ademas de este
procedimiento rastreando clones para un comportamiento de competicion particular, también es posible influenciar el
resultado de seleccidn, bien usando un anticuerpo blogueando un sitio del antigeno durante la seleccion (evitando que
los anticuerpos se seleccionen o compitiendo con este epitopo en seleccionarse), o bien usando un anticuerpo
eluyendo competitivamente la fraccién de anticuerpos de fagos que se unen al mismo epitopo. Se conocen en la
técnica ejemplos de ambos y son aplicables aqui procedimientos también definiendo combinaciones de anticuerpos
adecuadas para inclusion en la composicion de Oligoclonics™.

Ejemplo 8. Aislamiento de anticuerpos de dominio individual contra glucoproteina de rabia a partir de una
biblioteca de fagos de VL y emparejamiento con una region variable adecuada.

Los anticuerpos elaborados en dos etapas son también adecuados para la inclusion en el formato de Oligoclonics™ y
elaborando mezclas de anticuerpos. Se seleccionan fragmentos de anticuerpos VL de dominio individual especificos
de rabia a partir de un repertorio presentado en fagos aislado de PBL humanos y diversificado por reordenamiento de
ADN, como se describe en van den Beucken y cols. (2001), J. Mol. Biol. 591-601 (bibliotecas B y C). Se hacen
experimentos de seleccion y de rastreo segin se describe en los ejemplos anteriores. Después de la 32 ronda de
seleccion, se toma la reserva de VL para combinacion con un segmento de VH (como se describe en la Figura 4e).
Para esto la reserva de VL se reclona por PCR como un fragmento ApaLl-Xhol en presentacion pFab (Figura 17)
dentro de la que se clona una VH humana individual. La dltima es una region variable codificada en linea germinal
DP-47 con CDR3 corta designada VH-N (SEC. ID. N.°: 14), que se obtiene proporcionando por medio de PCR clon de
anticuerpo FITC-B11 a partir de la Tabla IV en Giriffiths y cols. (1994) EMBO J. 13:3245-3260, con una CDR3 corta, de
5 residuos de secuencia de aminoacidos GGAVY y clonando esta como fragmento Sfil-BstEll en presentacion de
pFab. Esta CDR3 se encuentra en muchos anticuerpos diferentes y se elige una secuencia corta con cadenas laterales
de longitud minima (salvo para la tirosina) minimizando efectos sobre unién a antigenos y emparejamiento. La
mini-biblioteca resultante se rastrea por aquellos fragmentos Fab de anticuerpos que mantienen unién a antigenos.
Los tres genes de VL especificos de glucoproteina de rabia mejores se designan VL-G1, G2 y G3. De forma similar los
principios de esta aproximacién son aplicables construyendo fragmentos de cadenas pesadas especificas de
antigenos basados en el dominio VH y proporcionando estos con una VL "neutra" o incluso con una VH compariera
"neutra".

Ejemplo 9. Seleccion de anticuerpos con regiones de emparejamiento variables compatibles por competicion
intracelular y expresion de una composicion de dos o tres fragmentos Fab con regiones variables
compatibles de emparejamiento.

Se llevan a cabo selecciones con bibliotecas de fagos usando anticuerpos monoclonales como competidores durante
la formacion de particulas de fago nuevas. La seleccion influye la seleccion de las bibliotecas hacia pares de regiones
variables con emparejamiento compatible en el contexto de multiples regiones variables que se expresan en la misma
célula huésped. El sistema depende de la expresion simultanea de dos o mas fragmentos de Fab, la regién variable de
uno de los cuales esta unida sobre una proteina de revestimiento de fagos (Figura 5).
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Primero los genes de la region variable del anticuerpo M57 se clonan dentro de pFab-Sol-pbr, un derivado de
presentacion de pFab (Figura 17) con el mismo poliengarce, pero sin region intergénica glll y en lugar de puC119 el
armazon pBR322 llevando el gen de resistencia a ampicilina. Los genes de region variable de anticuerpo JB estan
clonados en pFab-Sol-ACY-cat, similar en disefio a lo anterior pero llevando el gen de resistencia a cloranfenicol y
basado en el armazén de pACYC. Ambos plasmidos median la expresion del fragmento Fab no etiquetado soluble
sometido al control del promotor lacZ y son asi compatibles entre si y pueden mantenerse en la misma célula con
selecciéon de antibidticos. Se han descrito anteriormente procedimientos para la clonacién; las secuencias de estos
anticuerpos estan incluidas también en los listados de secuencias mas adelante, asi sera posible para cualquiera que
trabaje en la técnica clonar estos Fab dentro de estos poliengarces de tal forma que tras induccion con IPTG, ambos
anticuerpos se expresan en el periplasma del cultivo. Estos dos fragmentos Fab de anticuerpos forman los
competidores en este procedimiento. Las células de E. coli TG1 que albergan ambos plasmidos estan infectadas con
fagos que albergan una biblioteca de fragmentos Fab humanos, en los que la cadena pesada estd unida al
revestimiento de fago y la cadena ligera se proporciona como una cadena soluble, no unida. La biblioteca basada en fd
de Griffiths y cols. (1994) EMBO J. 13: 3245-3260 que contiene tanto diversidad de VH como diversidad de VL se usa
para infeccion, la bacteria resultante comienza a producir nuevas particulas de fago e incorpora las cadenas L y Fd
expresadas a partir de este genoma. Las células se cultivan a una D.O. de 1.0, las células se lavan retirando el fago
producido y las células se incubaron durante 4 horas en IPTG 1 mM. Durante este tiempo tendra lugar competicion
para emparejamiento entre las cadenas pesadas y ligeras variables y hay muchas oportunidades para emparejamiento
erroneo. El fago producido durante este tiempo de induccidon reconocera solamente el antigeno nativo, si la VH es
tolerante para emparejarse con cualquier VL uniendo antigeno todavia, o cuando ella se empareja exclusivamente con
la VL que esta también codificada en el genoma. El fago se recoge, se precipita con PEG, se disuelve en PBS ahora se
selecciona para unién a glucoproteina de rabia. Los procedimientos para seleccion se han descrito anteriormente. En
ambos casos el fago sera capaz de unir antigeno y de enriquecerse en una ronda de seccidn con antigeno. El fago
resultante de la seleccion se usa infectando células que albergan los dos plasmidos que contienen Fab y el ciclo de
induccion, preparacion de fagos y seleccion se repite. Después de cinco rondas de esta seleccion, las proteinas Fab
resultantes se ponen a prueba para unién a antigeno en un ELISA de fago sdlido y se reclonan dentro de los vectores
de expresion soluble pFab-Sol-ACY-cata y pFab-Sol-pbr. E. coli se transfectan con uno de estos plasmidos y bien el
vector que contiene M57 o bien el vector que contiene JB descrito anteriormente, o ninguin vector adicional. Estos
cultivos se inducen con IPTG (induciendo expresion de uno o dos fragmentos Fab) y los fragmentos Fab y las mezclas
de Fab resultantes se analizan para uniéon a antigenos en ELISA. Para confirmar el emparejamiento exclusivo o
tolerante, los fragmentos Fab se purifican usando IMAC y se prueban en un ensayo de captura con antigeno como se
describe en el Ejemplo 2. El par de region variable seleccionado se puede usar adicionalmente construyendo una
mezcla Oligoclonics™ bien con genes de region variable de M57 o bien con genes de region variable de JB (pero no
conjuntamente), como en procedimiento 10.

Elaborando una mezcla de estos tres anticuerpos, el experimento se repite usando VL-M57=JB de Ejemplo 4 en lugar
de las dos cadenas ligeras originales VL-M57 y VL-JB. El resultado de la seleccidon es un nimero pequefio de pares
VH-VL especificos de antigenos de rabia derivados de la biblioteca de fagos. El mejor candidato de acuerdo con
afinidad, con regiones variables designadas VH-PO1 y VL-PO1, se pone a prueba adicionalmente como anteriormente
confirmando que es compatible para emparejamiento con la VH-57, la VH-JB y la VL-M57=JB. A continuacion, los
siguientes casetes de expresion se introducen en la misma célula huésped E.coli usando los dos plasmidos descritos
anteriormente produciendo el Fab competidor, usando procedimientos de clonacién familiares para aquellos que
trabajan en la técnica: en casete (1), en un plasmido: el VL-M57=JB-CL y VH-CH1 de M57; en casete (2): el
VL-M57=JB y VH- CH1 de JB (se proporciona una segunda copia obteniéndose un exceso de cadena ligera para
emparejamiento con las dos cadenas pesadas); y en casete (3), en el otro plasmido: el VL-PO1-CL y el VH-PO1-CH1.
La induccion con IPTG conduce a la produccion de una mezcla de fragmentos Fab con regiones variables
emparejadas, que se recupera después usando purificacion IMAC. Como alternativa se usa purificacion de proteinas
G. Usando la union y otros ensayos descritos en los ejemplos anteriores para anticuerpos de glucoproteina de rabia,
se caracteriza la mezcla. Los contenidos de la mezcla dependen de las condiciones de crecimiento e induccion de las
bacterias y de las secuencias de aminoacidos primarios de los genes Fab.

Ejemplo 10. Procedimientos para produccion de Oligoclonics™ en células eucariotas

Un procedimiento para producir una mezcla de anticuerpos en células eucariotas de acuerdo con la invencién, usando
expresion en una célula huésped recombinante de muiltiples genes VH y VL da como resultado la produccion de
proteinas VH y VL capaces de emparejamiento formando anticuerpos bivalentes y biespecificos funcionales, llamados
Oligoclonics™, se ejemplifica en el presente documento. El formato general de un vector de expresion eucaridtico para
anticuerpos monoclonales humanos se muestra en la Figura 19.

Las regiones VH y VL de anticuerpos monoclonales humanos especificos para virus de la rabia por cualquiera de los
procedimientos descritos en los ejemplos anteriores, pueden insertarse dentro de un vector de expresion eucariota que
contiene la secuencia lider HATV20 y todas las secuencias codificantes de las regiones constantes de cadenas
pesadas (por ejemplo IgG 1) y ligeras (por ejemplo una cadena ligera kappa) esencialmente seguin se describe (Boel
E. y cols. (2000). J. Immunol. Methods, 239: 153-166). En este ejemplo se usan los siguientes genes de region variable
optimizados para emparejamiento: VH-M57, VH-JB (genes de region variable no modificados, a partir de Ejemplo 2),
VH-JA* (la secuencia optimizada del la VH del anticuerpo JA, a partir de Ejemplo 5) y solamente una cadena ligera,
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VL=M57=JB (a partir de Ejemplo 4). Los plasmidos resultantes que codifican cadenas pesada y ligera se transfectan
en células eucariotas tales como la linea celular humana PER.C6™ y en ovario de hamster chino (CHO) generando
lineas celulares estables que segregan anticuerpos. Para esto, se usan los procedimientos publicados y los
procedimientos conocidos por personas expertas en la técnica (Boel E y cols. (2000). J. Immunol. Methods, 239:
153-166 y documento WO 00/63403). Para la generacion de los anticuerpos que segregan células PER.C6™ estables,
las células PER.C6™ se siembran en DMEM mas FCS al 10 % y placas de cultivo de tejidos (10 cm de diametro) o
matraces T80 con aproximadamente 2,5 x 10° células por placa o matraz y se mantienen durante toda una noche en
un incubador a 37 °C y CO; al 10 %. Al dia siguiente, se llevan a cabo transfecciones en placas separadas a 37 °C
usando lipofectamina (Invitrogen Life Technologies) de acuerdo con protocolos estandar proporcionados por el
fabricante. Los plasmidos que codifican los anticuerpos monoclonales se pueden mezclar en diversas proporciones y
se pueden usar a una concentracion de 1-10 mg/ml. Como controles, las células estan sometidas al procedimiento de
transfeccion en la ausencia de plasmidos.

Después de 4 a 5 horas, se lavan las células dos veces con DMEM y se alimentan con medio de cultivo recién
preparado. El dia siguiente, el medio de cultivo se retira y las células se alimentan con medio recién preparado
conteniendo 500 mg/ml del antibidtico G418. Las células se suministran cada dos o tres dias con medio de cultivo
conteniendo 500 mg/ml de G418. Después de aproximadamente 20-22 dias después de la iniciacion del experimento,
es visible un gran numero de colonias y para cada transfeccion, se recolectan 300 clones y se cultivan individualmente
en placas de 96 pocillos y se expanden adicionalmente en placas de 24 pocillos, 6 pocillos y matraces T25. En esta
fase, las células se congelan en nitrégeno liquido y los niveles de produccién de inmunoglobulinas recombinantes se
determinan en un ELISA de acuerdo con procedimientos estandar (por ejemplo Boel E y cols. (2000). J. Immunol.
Methods, 239: 153-166 y documento WO 00/63403). En esta fase del procedimiento de cultivo, G418 no se afiade mas
al medio de cultivo.

Estableciendo la presencia de anticuerpos antirrabia en una mezcla, se lleva a cabo un ELISA antirrabia en fase sélida.
Para el virus de la rabia ELISA, se purifica la glucoproteina del virus de la rabia de acuerdo con procedimientos
estandar (Dietzschold y cols., en: Meslin, F.-X. y cols. eds. Laboratory techniques in Rabies. Organizacion Mundial de
la Salud, Génova, pagina 175). Las placas (PolySorb™, Nunc) estan revestidas con 5 mg/ml de glucoproteina diluida
en PBS y 150 ml/pocillo. Las placas se bloquean después con leche en polvo al 5 % en PBS y se lavan en PBS
conteniendo Tween 20 al 0,05 % (PBS-Tween) antes de la adicion de muestras de sobrenadantes. Tras incubacién a
temperatura ambiente durante 2 horas, las placas se lavan con PBS-Tween eliminando anticuerpo no ligado en las
muestras de sobrenadante. Se afiaden anticuerpos secundarios conjugados a enzimas o biotinilados especificos para
diversos isotipos de cadena pesada humana durante 1 hora a temperatura ambiente y las placas se lavan
subsiguientemente con PBS-Tween. La deteccion de anticuerpo secundario se lleva a cabo de acuerdo con
procedimientos estandar (por ejemplo Champion J.M. y cols. (2000). J. Immunol. Methods 235: 81-90); véanse
también ejemplos anteriores. Otros procedimientos de analisis se describen en Ejemplos 3, 4 y 12.

A continuaciéon, se demuestra que una linea celular clonal da cuenta de la produccion de cada una de la
especificidades de unién codificadas por los plasmidos, es decir demostrando que una célula es capaz de producir una
mezcla de anticuerpos antirrabia multiples. Para un numero limitado de colonias que segregan una mezcla de
anticuerpos monoclonales, se seleccionaron 30 clones a partir del panel inicial de aproximadamente 300, la clonalidad
se establece adicionalmente subclonando en condiciones limitantes conocidas por las personas expertas en la técnica.
Se sembraron colonias cosechadas y expandidas en una placa de 96 pocillos a una concentraciéon de 0,3
células/pocillo en DMEM con FCS al 10 % y se expandieron. Las colonias de células se procesan como se describe
anteriormente y se refireren como subclones. Los subclones se rastrearon por PCR en ADN genémico por la presencia
0 ausencia de tres construcciones. Se obtiene confirmacion adicional de la presencia de las construcciones por
analisis de secuencia de nucleétidos de los productos de PCR.

Para un nimero representativo de subclones, se cultivan volimenes mas grandes purificando la fraccion de IgG 1
humana recombinante usando cromatografia de afinidad de proteina A de acuerdo con procedimientos estandar. La
IgG humana purificada a partir de los diversos subclones se analiza subsiguientemente por SDS-PAGE, enfoque
isoeléctrico de acuerdo con protocolos estandar (véanse también Ejemplos 3 y 12).

Los subclones que se muestra que albergan los plasmidos relevantes se llevan a cultivo durante un periodo de tiempo
extensivo determinando si la presencia de los plasmidos es estable y si la expresion de la mezcla de anticuerpos sigue
siendo la misma, no solamente en términos de niveles de expresion, sino en particular la proporcién entre los diversos
anticuerpos que se segregan desde la célula. Por lo tanto, el cultivo de subclones se mantiene durante al menos 25
tiempos en los que se dobla la poblacion. A cada 4-6 veces que se dobla la poblacién, se lleva a cabo una prueba de
produccion usando el ELISA especificos de Ig humanas y se cultivan volimenes mas grandes obteniéndose el
sedimento celular y el sobrenadante. El sedimento celular se usa evaluando la presencia de las tres construcciones en
el ADN gendmico, bien por medio de PCR, bien por prueba de bandas de Southern y/o bien por FISH. El sobrenadante
se usa purificando la fraccion de Ig humana recombinante segun se describe. La Ig humana purificada obtenida en las
diversas veces que se dobla la poblacién se analiza y describe subsiguientemente, es decir, por SDS-PAGE, enfocado
isoeléctrico (IEF) y unién en el ELISA de inhibicion.

Ejemplo 11. Procedimiento para seleccionar compuestos proteinaceos especificos de antigeno usando
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mezclas de codificar ADN.

Las bases para las mezclas de anticuerpos presentes en Oligoclonics™ son regiones variables de inmunoglobulinas
que codifican anticuerpos monoclonales humanos que se han seleccionado por su especificidad, contienen genes de
region variable con comportamiento de emparejamiento compatible y son asi compatibles con el formato de
Oligoclonics™. Por ejemplo, los anticuerpos que estan codificados por genes VH diferentes y se unen a los diferentes
epitopos pero comparten el mismo gen VL adecuado para el formato de Oligoclonics™. El Ejemplo 7 describe como se
obtienen tales anticuerpos.

En este ejemplo, se describen los procedimientos que usan sistemas de expresion eucaridticos obteniendo
anticuerpos monoclonales humanos con especificidades deseadas y que comparten el mismo gen VL. Tales
repertorios de genes VH humanos se amplifican por PCR a partir de los linfocitos B de individuos humanos y
normalmente 10%-10'® miembros. El procedimiento lo conocen personas expertas en la técnica y se ha descrito
muchas veces en la bibliografia; la amplificacion de genes de anticuerpos se ejemplifica también por bibliotecas de
V-lambda de seres humanos en Ejemplo 4. La fuente de linfocitos B puede ser un érgano linfoide incluyendo sangre,
médula 6sea, amigdalas, bazo, nédulo linfatico etc. El individuo puede preseleccionarse debido a que se espera que
los linfocitos B que producen los anticuerpos de interés estan enriquecidos en aquellos individuos debido por ejemplo
a una inmunizacién anterior con un microorganismo o debido a una inmunizacién anterior, o pueden cosecharse al
azar. Los genes VH se pueden usar inalterados en su region codificante o pueden alterarse, particularmente en la
region CDR3 introduciendo especificidades novedosas. Tales genes VH se conocen en la técnica como regiones VH
sintéticas o semi-sintéticas. Preferentemente, se usan cebadores que amplifican selectivamente miembros de una
pocas familias de genes de VH tales como las familias de genes VH3 y VH4 grandes. Los cebadores que amplifican
miembros de mas familias de genes VH pueden usarse también en procedimientos conocidos por personas expertas
en la técnica.

Las regiones VH amplificadas se clonan en el vector de expresion eucariota para anticuerpos monoclonales humanos
segun se describe en el Ejemplo 10 y segun se introduce subsiguientemente en células eucariotas tales como células
CHO o células PER.CB6. El plasmido de expresién mostrado en el Ejemplo 10 que alberga un gen VL se usa (Figura 7).
Hay dos alternativas: (1) el gen VL se cotransfecta con los genes VH en un plasmido separado, o, (2) una aproximacion
particularmente adecuada cuando solamente una VL necesita expresarse las células eucariotas se transfectan ya con
un gen VL humano que se expresa de forma estable. Las células eucariotas se transfectan con el repertorio de genes
VH humanos clonado en el vector de expresion eucariota para anticuerpos humanos. Se usan concentraciones de
ADN de plasmidos altas transfectando las células eucariotas con el fin de introducir multiples copias de genes VH en
una célula individual. Como un resultado una célula individual producira anticuerpos multiples, por ejemplo entre
10-1000 anticuerpos humanos diferentes. En la primera aprOX|maC|on las transfecciones son transitorias. En breve
para células PER.C6, un matraz de cultivo de tejido de 80 cm?con células se transfecto por incubacioén durante 4 horas
con 140 ml de lipofectamina + 10-1000 mg de ADN plasmidico en medio DMEM libre de suero. Después de 4 horas, el
medo se reemplazé con DMEM + FCS al 10 % y las células se cultivan durante todas una noche a 37 °C. Las células
se lavan después con PBS y el medio se reemplaza con medio Excell 525 (JRH Bioscience). Las células se siembran
a una concentracion que da como resultado el crecimiento de aproximadamente 100 células transfectadas/pocillo de
una placa de cultivo de 96 pocillos. Después de 5-6 dias, el sobrenadante de cultivo se recoge y se somete a ensayos
para la presencia de anticuerpo especifico por ELISA en fase sdlida. Las células que corresponden a sobrenadantes
que puntuan positivamente en ELISA se recogen y los genes de VH se amplifican por PCR. Subsiguientemente, los
genes de VH amplificados se clonan en el vector de expresion eucariota para anticuerpos monoclonales humanos,
descritos en el Ejemplo 10. Asi se obtiene un repertorio restrlngldo de genes VH humanos. En este ejemplo, 100
células que albergan cada una 100 genes de VH producen un maximo de 10* genes de VH. Este repertorio se
transfecta transitoriamente en PER. Las células C6 que albergan el mismo gen VL usando concentraciones de ADN
plasmidico bajas (0,1-1 mg/ml) de tal forma que en promedio una célula individual alberga un gen VH individual y las
células transfectadas se plaquean aparte en condiciones tales que solamente dejaran crecer aproximadamente 10
células/pocillo. Después de 5-6 dias, los sobrenadantes se rastrearan en ELISA para anticuerpos especificos y las
células que corresponden a sobrenadantes positivos se recogen y se usan para amplificacion de PCR de los genes
VH. En este ejemplo, el nimero maximo de genes de VH obtenido es aproximadamente 10. Cada gen VH se transfecta
por separado en células PER.C6 y el gen VH que codifica la especificidad de anticuerpos deseada se identifica
rastreando los sobrenadantes de clones en ELISA.

En una segunda aproximacion, la biblioteca inicial de 108-10"° genes VH clonados conjuntamente con un gen VL
individual en el plasmido descrito en el Ejemplo 10, se transfecta dentro de células PER.C6 y se plaquean aparte en
matraces de cultivo celular T80. Después de 4-6 dias, las células se recogen y se mezclan con células sanguineas
rojas revestidas con el antigeno de interés y las células individuales se someten a seguimiento por la secrecion de
anticuerpos especificos contra el antigeno revestido por el ensayo de placa hemolitica reverso, bien conocido en la
técnica (por ejemplo Dammacco F y cols., (1984) Clin Exp Immunol. 57: 743-51). Los linfocitos B que inducen placas
se visualizan en un microscopio luminico y se cosechan con un micromanipulador. La célula PER.C6 individual
transfectada se transfiere a un tubo eppendorf, lisado y sometido a PCR de célula individual amplificando los genes de
VH. La ventaja de esta aproximacion es que se necesitan solamente unas pocas rondas de seleccion para identificar el
gen VH de interés.
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En una tercera aproximacion, se usan transfectantes estandar. Después de la transfeccion segun se describe
anteriormente, grandes colecciones de clones se cultivan esencialmente segun se describe en el Ejemplo 10, con la
excepcion de que los clones no se plaguean aparte sometidos a condiciones de dilucién limitantes. En vez de eso, las
células después de la transfeccion se plaquean en placas de microvaloracion de tal forma que después de cultivar en
el medio selectivo surgen multiples clones por pocillo (por ejemplo 100 clones celulares por pocillo como se indican en
la Figura 7). Cada clon expresa miltiples especies de cadenas pesadas y cada pocillo contiene multiples clones. El
sobrenadante de esos cultivos se pone a prueba para union a antigenos y los genes VH se enriquecieron
adicionalmente en ciclos de PCR, clonacion, transfeccion y rastreo, como se describe anteriormente.

La expresion de anticuerpos multiples por una célula eucariota transfectada individual se mejora en todas estas
aproximaciones introduciendo elementos de ADN antirrepresores en las construcciones plasmidicos para la expresion
de anticuerpos monoclonales humanos. Los elementos antirrepresores confieren expresion de alto nivel y estable de
proteinas en células de mamifero en una manera dependiente del numero de copias (Kwaks y cols. (2003) Nat.
Biotechnol 21: 553-558). Los fragmentos de ADN responsables de este efecto se amplifican a partir de los clones
descritos en esta citacion y se introducen corriente arriba del cadete de expresién de cadena pesada. El elemento
antirrepresor humano namero 40 (SEC. ID. N.°: 15) se ejemplifica a partir del vector pSDH que contiene el elemento
(descrito en Kwaks y cols.), usando oligonucleétidos flanqueantes que también incorporan sitios de restriccion
adecuados para clonacion (5-GTCCCTAGGAATTCGATCAAGAAA GCACTCCGGG-3' y el complemento inverso de
5'-CCTCATGAT-GTACATTAGAT CGAATTCGTAATACG-3'). En este ejemplo EcoRI (GAATTC) que no esta presente
en este segmento, se anexa en ambos extremos del segmento en una reaccion de PCR y el fragmento digerido con
EcoRl y clonado dentro de plasmido aceptor digerido con EcoRI. En este ejemplo el tltimo es un plasmido quimérico
de VHEXxpress y VLExpress, que es una composicion hecha clonando el plasmido VHExpress (Figura 15), cortado con
Kpnl y EcoRI e insertando el casete de expresion de VK que se digiere con las mismas enzimas (descritas en Persic y
cols. (1997) 187: 9-18). El plasmido resultante, pABExpress40 contiene tanto casetes de cadena pesada como de
cadena ligera con su orientacion transcripcional respectiva en direcciones opuestas y el elemento antirrepresor
posicionado en el medio de las dos unidades de transcripcién. Un mapa esquematico del plasmido se muestra en la
Figura 22. Este plasmido, pABExpress40 se usa primero en la clonacion del gen unico VL elegido (usando sitios de
clonacioén Apall y Pacl), dando como resultado pABExpress40-VL. Este plasmido se usa recibiendo el repertorio VH
descrito anteriormente (como fragmento BssHII-BstEll) (todos estos 4 sitios son Unicos en pABExpress40 y
pABExpress40-VL). La clonacion del repertorio se lleva a cabo segun se describe por el repertorio de lambda en el
Ejemplo 4, usando en la PCR de ADNc cebado por IgM un grupo de 9 oligonucleétidos marcados "VH-traseros" y la
mezcla de 4 oligonucledtidos "VH delanteros" descritos en la Tabla 1 de de Haard, H.J. y cols. (1999) J. Biol. Chem.
274: 18218-18230. El material se re-amplifica usando variantes de los 9 oligonucleétidos anexados con 5-TATC CGC
GCG CAC TCC-.. y con la misma mezcla de VH delanteros el producto se digiere con BssHIl y BstEll y se clona en
pABExpress40-VL. La biblioteca se usa subsiguientemente como se describe en los ejemplos anteriores aislando
paneles de clones de union a antigeno. De forma similar el vector se usa construyendo el plasmido de expresion para
grupos dados de anticuerpos, tales como los descritos en el Ejemplo 10, confirmando adicionalmente que los genes de
region variable flanqueantes facilitan por elementos antirrepresores la produccion eficiente y estable de multiples
anticuerpos por una célula individual.

Ejemplo 12. Recuperaciony analisis de mezclas de anticuerpos usando ELISA incluyendo el uso de los
mimotopos de anti-idiotipos y péptidos.

Las mezclas de anticuerpos que contienen receptores Fc se recuperan como se indica en el Ejemplo 3 usando
cromatografia de afinidad de la proteina A. Los fragmentos de anticuerpos con etiquetas de histidina se aislan usando
IMAC segun se describe en el Ejemplo 2.

Las mezclas de proteinas resultantes se analizan como sigue. En el primer caso los autores de la presente invencion
consideran el caso de una mezcla de anticuerpos compuesta de diferentes sitios de unién dirigidos al mismo antigeno
diana, con todos los anticuerpos siendo el mismo isotipo, llevando la misma cadena luminica y conteniendo la mezcla
tanto anticuerpos de tipo IgG biespecificos monovalentes como monespecificos bivalentes. Los siguientes
procedimientos estan disponibles para analizar la mezcla. Los genes de region variable de cadena pesada
proporcionaran diferentes composiciones aminoacidicas y permiten el siguiente analisis no dependiente de antigeno:
(1) Analisis de gel enfocado isoeléctrico: este analisis depende de un valor de pl diferente para las diversas formas de
los anticuerpos. En una mezcla de dos IgG y una biespecifica, estas tres moléculas presentaran cada una un punto
isoeléctrico unico. Las proteinas con un pl diferente se separan por medio de electroforesis en un gradiente de pH. El
procedimiento es semicuantitativo. Si dos proteinas del complejo tienen solamente una diferencia minima en su valor
pl, sera dificil separarlas usando esta prueba y se usan las otras pruebas citadas. (2) Analisis de espectrometria: este
analisis depende de la composicion diferencial de la region VH, que, después de la digestion con enzimas proteoliticas,
proporciona un espectro Unico de péptidos en analisis de espectrometria de masas. Este procedimiento es
predominantemente cualitativo. (3) Analisis de unién basada en anticuerpos anti-idiotipicos en peptidomiméticos: este
analisis requiere la disponibilidad de reactivos que reconocen especificamente un sitio de unién de anticuerpos en
presencia otros sitios de unién en la mezcla. Adecuados para este analisis son anticuerpos antiidiotipicos que
reconocen unicamente el idiotipo del anticuerpo. En este ejemplo donde los anticuerpos presentan una cadena ligera
comun, las caracteristicas Unicas del idiotipo se forman principalmente por los determinantes de la cadena pesada.
Los anticuerpos antiidiotipicos se seleccionan usando los anticuerpos monoclonales individuales como antigeno en
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una seleccion de una biblioteca de anticuerpos presentada en fagos grandes usando procedimientos conocidos por
aquellos expertos en la técnica. Se usa normalmente una biblioteca de anticuerpos no inmune (de Haard, H.J. y cols.
(1999) J Biol Chem 274: 18218-18230), que proporciona fragmentos Fab y una biblioteca de anticuerpos de fagos
semisintéticos (de Kruif y cols. (1995) J. Mol. Biol. 248: 97). Los anticuerpos antiidiotipicos se seleccionan de
anticuerpos M57 y anticuerpos JB a partir de la biblioteca de anticuerpos no inmunitaria citada. Usando rastreo de
ELISA de los anticuerpos de fagos seleccionados de estos dos anticuerpos monoclonales usados para la seleccion, se
identifican anticuerpos anti-idiotipicos que son los Unicos que reconocen uno de los dos sitios de union. Los reactivos
Fab y scFv respectivos seleccionados a partir de esta biblioteca, se expresan como fragmentos de anticuerpos y se
purifican usando procedimientos estandar, por ejemplo descritos en estas citas y en "Antibody Engineering (2001),
Eds. Konterman and Dubel, Springer Lab Manual) y se describen en el Ejemplo 2 para los anticuerpos scFv. Los
fragmentos se usan en ELISA determinando que idiotipo esta presente en la mezcla, lo que se lleva a cabo en un
ensayo cuantitativo. Los anticuerpos anti-idiotipicos especificos para los sitios de unién de M57 y JB se usan también
en experimentos de competicion de virus con la preparacion de Oligoclonics™ hecha en el Ejemplo 10, delineando la
contribucion de un sitio de unién individual a la actividad bioldgica de la mezcla de anticuerpos. Como alternativa, los
anticuerpos monoclonales se usan derivando péptidos asociados con idiotipos, péptidos lineales o conformaciones
derivados de la secuencia del antigeno y aun reactivos con el anticuerpo, por ejemplo por medio de analisis PepScan,
segun se demostrd para el anticuerpo neutralizador del virus de la rabia MAb 6-15C4 (van der Heijden y cols. (1993), J.
Gen. Virol. 74: 1539-45. Una alternativa es aislar mimotopos peptidicos, con secuencias no relacionadas con el
antigeno original pero con union especifica a las regiones variables del anticuerpo. Dado que la reaccion es especifica
para un anticuerpo dado en el contexto de los otros anticuerpos en la mezcla, tales péptidos son también adecuados
para un analisis especifico de la mezcla de anticuerpos. Los péptidos con tal reactividad Unica para un anticuerpo dado
se seleccionan a partir de las bibliotecas peptidicas de presentacion de fagos usando procedimientos esencialmente
similares a aquellos para bibliotecas de anticuerpos de fagos. El ensayo de unién con los anticuerpos antiidiotipicos y
mimotopos peptidicos es cualitativamente o cuantitativamente y una gran serie de ensayos de union es factible,
incluyendo ELISA, RIA, analisis de citometria de flujo, BlAcore etc.

Los autores de la presente invencion también describen el analisis de una mezcla Oligoclonics™ que comprende
anticuerpos multiples, en la que cada uno de los anticuerpos originales se une a un antigeno diferente. Esto se parece
a la situacion en la que los anticuerpos reconocen el mismo antigeno o diana y los reactivos anti-idiotipicos o
peptidomiméticos estan disponibles. El analisis de especificidades multiples en una mezcla se lleva a cabo como
sigue, manteniendo en mente que antigeno es sindnimo de anti-idiotipo. La reactividad a antigenos individuales se
pone a prueba en ELISA en todos los antigenos por separado, con ensayos estandarizados usando los anticuerpos
monoclonales y el ensayo de ELISA de IgG cuantitativo. El antigeno esta recubierto directa o indirectamente, la placas
se incuban con la mezcla de anticuerpos y el anticuerpo unido se detecta con un reactivo anti-lgG. Esto conduce a una
actividad "especifica" de la preparacion, que es una reactividad en unidades relativas de actividad por cantidad de
anticuerpo. La cantidad de anticuerpo especifico en la mezcla se determina usando un ensayo en sandwich con un
antigeno revestido y un segundo antigeno, preferentemente marcado con HRP, fosfatasa alcalina o biotina, o
detectable usando otro anticuerpo especifico para este antigeno, proporcionado a la placa después de que la mezcla
de anticuerpos se incubé con el primer antigeno.

Si los anticuerpos presentes en la mezcla Oligoclonics™ estan uniendo diferentes dianas o diferentes epitopos en la
misma diana de tal forma que son no competitivos, esta caracteristica se puede usar en un ELISA de inhibicién
determinando la presencia de los diferentes anticuerpos en las mezclas producidas por las lineas de células clonales
transfectadas. Considerar una Oligoclonics™ elaborada de acuerdo con los procedimientos de los ejemplos anteriores
usando los anticuerpos especificos para la glucoproteina de rabia aislada en el Ejemplo 7 (que son no competitivos).
Para el ELISA de inhibicién, se usan los mismos procedimientos segun se describen para el ELISA antirrabia estandar
segun se describe anteriormente con algunas modificaciones. La mezcla Oligoclonics™ producida por una linea
celular clonal se caracteriza como sigue. Antes de la adicion a los pocillos revestidos con glucoproteina de rabia, los
sobrenadantes de la linea celular clonal transfectada se diluyen con un volumen igual de un anticuerpo monoclonal de
rabia biotinilada usada elaborando la mezcla. El anticuerpo monoclonal de la rabia biotinilada se afiade en diversas
concentraciones, variando desde 0,1 hasta 10 mg/ml. La unién del anticuerpo monoclonal biotinilado a la glucoproteina
de rabia revestida se inhibe cuando el mismo anticuerpo no biotinilado esta presente en la mezcla producida por la
linea células clonal. La unién del anticuerpo biotinilado se visualiza con estreptavidina, conjugada a una enzima. Como
un control para uniéon y grado de inhibicion, se usan en el ELISA de inhibicién diversas concentraciones de los
anticuerpos monoclonales biotinilados diluidos con un volumen igual de medio de cultivo sin la mezcla de anticuerpos
o usando el anticuerpo no biotinilado. Este procedimiento también es adecuado rastreando la mezcla de anticuerpos
en una fase muy temprana después de transfeccion (como en los Ejemplos 10 y 11): asi, para cada sobrenadante que
contiene mezclas de anticuerpos, se puede determinar la presencia de especificidades de anticuerpos individuales.

Ejemplo 13. Expresion de tres fragmentos Fab en la misma célula eucariota.

Haciendo una mezcla de estos tres anticuerpos, el experimento de expresion descrito en el Ejemplo 10 se repite
usando los siguientes genes de anticuerpos, del anticuerpo M57, JB y PO1 (el ultimo esta formado por los genes
VH-PO1 y VL-PO1 de Ejemplo 9). Los reactivos antiidiotipicos estan seleccionados por separado en los anticuerpos
completos M57 y JB usando una biblioteca de anticuerpos no inmunes (véase también Ejemplo12). Esto proporciona
anticuerpos anti-idiotipicos que reaccionan bien con M57 o bien con JB; estos anticuerpos se ponen a prueba también
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en el PO1 confirmando especificidad bien para idiotipos M57 o bien para idiotipos JB. De forma similar, el anticuerpo
PO1 se usa en selecciones similares obteniéndose un reactivo anti-Id para el sitio de unién a PO1. A continuacion, las
cadenas pesadas de estos tres anticuerpos M57, JB y PO1, se clonan como fragmentos VHCH1 en VHExpress
mientras que eliminan el gen gamma-1 (codificando asi una cadena de Fd solamente), proporcionando pEU-VH-M57,
pEU-VH-JB y pEU-VH-PO1. Las cadenas ligeras VL-M57=JB-CL y VL-PO1-CL se clonan en Vkexpress (Persic y cols.
(1997) 187: 9-18), eliminando mientras el gen CK de la casete. Primero los plasmidos de cadena ligera se introducen
en células PER.C6 y se selecciona un clon que produce de forma estable por encima de 2 microgramos/ml de ambas
cadenas ligeras (usando procedimientos descritos en el Ejemplo 10). Esta linea celular, designada PL2-2, se
transfecta subsiguientemente con los plasmidos que contienen las tres cadenas pesadas y se obtiene una gran
coleccion de lineas celulares que producen diversos niveles de cadenas L y Fd de anticuerpos. Las mezclas
candidatas mejores se purifican en cromatografia de afinidad de proteinas G y se ponen a prueba para union y
composicién como se describe en los ejemplos anteriores y también usando los reactivos anti-ld como se describen en
el Ejemplo 12. Los experimentos proporcionan confirmacion de que fragmentos Fab multiples, con genes de regiones
variables apropiadamente emparejados, se expresan como mezclas altamente funcionales.

Ejemplo 14. Clonacion y expresion de tres anticuerpos dirigidos a diferentes antigenos como una mezcla
Oligoclonics ™.

Usando los procedimientos de los ejemplos anteriores, los anticuerpos con la misma cadena ligera se aislan frente a
tres antigenos diferentes, TNF-alfa, interleucina-1beta (IL-1beta) e interleucina-6 (IL-6), usando una biblioteca
semisintética de scFv del Ejemplo 7 y descrita en (de Kruif y cols. (1995) J. Mol. Biol. 248: 97). En la seleccion, las
citocinas recombinantes biotiniladas (adquiridas de R&D systems), se usan, a concentraciones decrecientes durante la
seleccion (250 nM, 100 nM y 50 nM). A partir de los paneles de anticuerpos generados contra cada una de las dianas
después de tres rondas de seleccion, se identifican aquellos anticuerpos scFv que neutralizan la actividad de la
citocina. Para esto los fragmentos de anticuerpos se reclonan en pSCFV y se purifican usando IMAC como en el
Ejemplo 2. Los ensayos bioldgicos usados se conocen bien por aquellos expertos en la técnica e incluyen un ensayo
de neutralizacion L929 para TNF-alfa. Los clones neutralizantes se identifican contra TNF-alfa, IL-1beta o IL-6. La
potencia de neutralizacion puede mejorarse por técnicas de maduracion de afinidad adicionales. Por ejemplo las
CDR1 y CDR2 de la VH pueden mutagenizarse y las variantes pueden seleccionarse usando presentacion de fagos y
ponerse a prueba para actividad de neutralizacion mejorada. Estos tres anticuerpos tienen una cadena ligera idéntica
y tienen regiones variables de cadena pesada que son distintas entre si, con la mayoria de los cambios localizados en
la CDR3.

Las regiones variables de anticuerpos se clonan en la expresion eucariotica descrita en el Ejemplo 10 y siguiendo
esencialmente el mismo procedimiento, se identifican lineas de células CHO que expresan mezcla de una cadena
ligera y tres cadenas pesadas. El analisis de las mezclas se lleva a cabo usando ELISA demostrando unién a tres
antigenos en un subgrupo de las lineas celulares identificadas. Un clon que produce establemente todos los tres
anticuerpos en una proporcién aproximada de cadenas pesadas de 2:1:1 se identifica usando las técnicas descritas en
Ejemplos 10 y 12. Las lineas celulares se expanden y la mezcla se purifica en la Proteina A y se pone a prueba
extensamente determinando su composicién. Usando ensayos de ELISA en diversos formatos, con antigeno
biotinilado revestido indirectamente, con antigeno 1 revestido directamente, afiadiendo muestra, seguido por antigeno
2 biotinilado y por deteccion con Strep-HRP y usando muestras de la mezcla que se han deplecionado en perlas
revestidas con TNF, IL-1beta o IL-6, se muestra que la mezcla contiene tres anticuerpos monoespecificos y tres
anticuerpos biespecificos. La proporcion exacta entre estos seis componentes se establece usando pruebas de ELISA
cuantitativas y por analisis IEF de la mezcla, como se muestra en el Ejemplo 12. La eficacia de neutralizacién de la
mezcla para las citocinas individuales se confirma por los ensayos segun se pusieron a prueba anteriormente. La
neutralizacion de estas citocinas en sistemas mas complejos, por ejemplo usando poblaciones de células mezcladas,
puede establecer un efecto sinérgico sobre la neutralizaciéon de estos componentes por la mezcla Oligoclonics ™.

Ejemplo 15. Emparejamiento in vitro de cadenas de anticuerpos producidas en células diferentes para formar
mezclas de anticuerpos definidas.

Como alternativa a la expresion en una célula huésped, la mezcla de anticuerpos se puede ensamblar ex vivo. Las
cadenas se pueden expresar separadamente y se pueden combinar con un conjunto de regiones variables
compafieras potenciales emparejando un ensamblado de la molécula.

En este ejemplo profético, se puede hacer una mezcla de fragmentos Fab con regiones variables compatibles de
emparejamiento como sigue. Las regiones variables de cadena pesada de M57, JB y PO1 (Ejemplo 9) se clonaran
primero por separado dentro de un plasmido de expresién apropiada pET, de tal forma que esto mediara la expresion
de la cadena Fd etiquetada con 6 histidinas dentro de la E. coli, como cuerpos de inclusiéon. Se puede encontrar un
vector adecuado en la Tabla de PpET de Novagen, tal como PpET21d+ (véase también
http://www.novagen.com/Includes/wrapper.asp?href=/Sharedimages/Novagen/ pETtable.htm&section=TechRe-
sources&subsection=TechLit&strsubsection=te chresources). La clonacién se llevara a cabo después por PCR de las
plantillas que contienen VHCR1 (de Ejemplo 9) usando oligonucleétidos proporcionando sitios de clonacion
apropiados y también la etiqueta de histidina C-terminal. Estos tres plasmidos se introduciran en células huésped de E.
coli aparte. La expresion de los farmacos Fd se puede inducir después y la proteina demuestra estar presente en
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cuerpos de inclusion. Las dos regiones variables de cadena ligera, VL-M57=JB y VL-PO1 puede clonarse
adecuadamente también en un vector pET adecuado (aunque como alternativa podria obtenerse por secrecion a partir
de un vector de secrecion como pFab-sol-pbr). Después de expresion de las cadenas ligeras separadas, deberian ser
también recuperables a partir de la fraccion intracelular. Ensamblando la mezcla de tres fragmentos Fab funcionales,
se puede seguir el siguiente procedimiento. Primero las cantidades aproximadas y relativas de las cadenas L o Fd
individuales se estiman por electroforesis de gel y prueba de bandas de Western. Después se cultivan cinco cultivos de
50 ml de E. coli que llevan una de cinco regiones variables de anticuerpos y se inducen como se describe en el manual
pET de Novagen. Después de induccion y crecimiento, las células sedimentadas de cada una de las cadenas se
pueden resuspender en 8 ml de urea 8 M (en PBS). Después de sonicacion, las cinco suspensiones se mezclarian en
una proporcion de aproximadamente 1:1:1:4:2 para VH-M57, VH-JB, VH-PO1, VL-M57=JB, VL-PO1 (asi con un
exceso de 2 veces la cadena ligera por encima de la cadena pesada y mas de las VL necesitadas dos veces). Después
de esta mezcla de las regiones variables de cadena pesada y ligera desnaturalizadas, la mezcla se rotara cabeza con
cabeza durante 2 horas. El material insoluble puede retirarse después por centrifugacion durante 30 minutos a 13.000
x g. El sobrenadante se dializa contra PBS con cuatro cambios de tampdn y la proteina insoluble se retira
adicionalmente por centrifugacion. El flujo a lo largo de la fraccion, obtenido por filtracion a través de una membrana
0,2 mm, deberia contener la mezcla de anticuerpo replegado con cadenas optimizadoras de emparejamiento. La
mezcla se puede concentrar y purificar adicionalmente, usando primero IMAC, que deberia recuperar todas las
cadenas pesadas y sus cadenas ligeras emparejadas, seguidas por filtracion en gel semipreparativa en una columna
Superdex 75HR (Pharmacia). El rendimiento se puede determinar midiendo la densidad 6ptica a 280 nm (usando un
coeficiente de extincion molar de 13 para Fab). La mezcla puede estar caracterizada adicionalmente analizando la
union del antigeno de la rabia. Dado que todos los Fab funcionales deberian unir este antigeno, se puede llevar a cabo
un ensayo de captura sencillo con antigeno que se puede llevar a cabo determinando el nivel de sitios de unién
funcionales. Hay muchos protocolos alternativos a este procedimiento, incluyendo el uso de otros procedimientos de
extraccion, otros agentes de desnaturalizacion y tampones, etc. Como alternativa a este procedimiento, se pueden
segregar también ambas cadenas y reensamblarse usando las condiciones descritas por Figini y cols. (1994) J. Mol
Biol. 239: 68-78.

Ejemplo 16. Mezclas de anticuerpos de rastreo que tienen como diana factor de crecimiento endotelial.

Los anticuerpos usados en este ejemplo se describen en el documento WO 03102157A2 (autores de la invencion Fuh
y Sidhu). Los anticuerpos se derivaron por seleccion in vitro de una biblioteca de presentacion en la que solamente se
diversifico la cadena pesada. El repertorio con una cadena ligera fija y con cadena pesada variable se seleccioné sobre
factor de crecimiento endotelial vascular murino (mVEGF) y un panel grande de unién a anticuerpos mVEGF
identificado (Sidhu y cols., J Mol Biol 2004, 338: 299-310). La fuente de genes de cadena pesada y de cadena ligera de
anticuerpos usados en el repertorio fue el anticuerpo humanizado 4D5. El anticuerpo 4D5 es un anticuerpo
humanizado especifico para un antigeno asociada a cancer conocido como Her-2 (erbB2). El anticuerpo incluye
dominios variables que tienen regiones estructurales consenso; unas pocas posiciones se revirtieron a la secuencia de
raton durante el procedimiento de incremento de afinidad del anticuerpo humanizado. La secuencia y la estructura
cristalina de anticuerpo humanizado 4D5 se ha descrito en el documento de los EE.UU. 6.054.297, Carter y cols.,
PNAS 54: 4285 (1992); las secuencias de region variable de las cadenas pesadas y ligeras se dan también en la
Figura 14 y en la SEC. ID N.°: 23 del documento WO 03102157A2; finalmente la estructura cristalina de 4D5 se
muestra en J Mol. Biol. 229: 969 (1993) y en Internet en www.ncbi.nih.gov/structure, estructura 1FVE.

Una mezcla Oligoclonics™ constituida por 4 sitos de unién a anticuerpos que unen mVEGF se obtiene como sigue.
Anticuerpos con numeros de clones 4, 69, 73y 74 como en Tabla 6, pagina 306 de (Sidhu y cols., J Mol Biol 2004, 338:
299-310), se seleccionaron sobre la base de union de mVEGF como scFv en fagos y como proteina Fab (misma Tabla
6). Los anticuerpos comparten una cadena ligera idéntica (del anticuerpo herceptina, 4D5; como se describe en el
documento WO 03102157A2), pero tienen diferencias en su secuencia de aminoacidos de la cadena pesada como se
representa en la Tabla 6 de esta publicacion.

El anticuerpo h4D5 es un anticuerpo humanizado que reconoce especificamente un antigeno asociado a cancer tal
como HER-2 (ErbB2) desarrollado como se describe anteriormente. El gen de VL de h4d5 se obtiene por reaccién en
cadena de la polimerasa usando el la secuencia humAb4D5 version 8 ("humAMDS5-8"; Carter y cols., (1 992) PNAS 89:
4285-4289) y cebadores manipulados dando lugar a un sitio 5' ApaLl y a un sitio 3' Pacl en el producto de PCR. El
producto de PCR se escindié con ApaLl y Pacl y se ligé en el vector pABExpress (el vector descrito en el Ejemplo 11y
en la Figura 23 pero sin la secuencia STAR40 clonada en el sitio EcoRl). Esto proporciona plasmido pAb-4D5-VL, que
codifica la expresion de una cadena ligera 4D5 funcional (con regién Ckappa constante humana) y contiene una region
de poliengarce adecuada clonando regiones VH. Las regiones VH de clones 4, 69, 73 y 74 se clonan después en este
vector, usando sitios de restriccion BssHIl y BstEll y siguiendo la ruta de clonacion descrita en los ejemplos anteriores
(proporcionando los nucledtidos que codifican estos sitios de restriccion dentro de los cebadores de PCR de tal
manera que la clonacién proporcionara una insercion en fase que codifica un dominio variable de anticuerpo
totalmente funcional). Esto proporciona plasmidos pAb-IgG-04, pAb-lgG-69, pAb-IgG-73 y pAb-IgG-74.

Estos plasmidos que codifican cadenas pesadas y ligeras se transfectan en la linea celular humana PER.C6™
generando lineas celulares estables que segregan multiples de los anticuerpos de unién a mVEGF. Para esto, se usan
los procedimientos publicados y los procedimientos conocidos por personas expertas en la técnica (Boel E y cols.
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(2000). J. Immunol. Methods, 239: 153-166 y documento WO 00/63403). Para la generacion de los anticuerpos que
segregan células PER.C6™ estables, las células PER.C6™ se siembran en DMEM mas FCS al 10 % y placas de
cultivo de tejidos (10 cm de didmetro) o matraces T80 con aproximadamente 2,5 x 10° células por placa o matraz y se
mantienen durante toda una noche en un incubador a 37 °C y CO; al 10 %. Al dia siguiente, se llevan a cabo
transfecciones en placas separadas a 37 °C usando lipofectamina (Invitrogen Life Technologies) de acuerdo con
protocolos estandar proporcionados por el fabricante. Los plasmidos pAb-lgG-04, pAb-IgG-69, pAb-IgG-73 y
pAb-IgG-74 se mezclan en proporciones 1:1:1:1 y se usan a una concentracion de 2,5 mg/ml cada uno. Como
controles, las células se someten a procedimiento de transfeccion en ausencia de plasmidos, o con justo un plasmido
individual. Después de 4 a 5 horas, se lavan las células dos veces con DMEM y se alimentan con medio de cultivo
recién preparado. El dia siguiente, el medio de cultivo se retira y las células se alimentan con medio recién preparado
conteniendo 500 mg/ml del antibiético G418. Las células se suministran cada dos o tres dias con medio de cultivo
conteniendo 500 mg/ml de G418. Después de aproximadamente 20-22 dias después de la iniciacion del experimento,
es visible un gran numero de colonias y para cada transfeccion, se recolectan 400 clones y se cultivan individualmente
en placas de 96 pocillos y se expanden adicionalmente en placas de 24 pocillos, 6 pocillos y matraces T25. En esta
fase, las células se congelan en nitrégeno liquido y los niveles de produccién de inmunoglobulinas recombinantes se
determinan en un ELISA de acuerdo con procedimientos estandar (por ejemplo Boel E y cols. (2000). J. Immunol.
Methods, 239: 153-166 y documento WO 00/63403). En esta fase del procedimiento de cultivo, G418 no se afiade mas
al medio de cultivo.

Para establecer la presencia de al menos un anticuerpo funcional anti-mVEGF en un sobrenadante de cultivo de clon,
se lleva a cabo un ELISA en fase sdlida. Las placas (PolySorb™, Nunc) estan revestidas con 2,5 mg/ml de mVEGF
(R&D Systems, raton recombinante VEGF 120 y VEG164, ambos libres de vehiculos) diluido en PBS y 100 ml/pocillo
durante toda una noche a 4 °C. Las placas se bloquean con BSA al 2 % en PBS durante 2 horas y se lavaron en PBS
conteniendo Tween20 al 0,05 % (PBS-Tween) antes de la adicion de muestras de sobrenadantes celulares
conteniendo anticuerpos. Tras incubacién a temperatura ambiente durante 2 horas, las placas se lavan con
PBS-Tween eliminando anticuerpo no ligado en las muestras de sobrenadante. Se afiade después IgG antihumana
conjugada con peroxidasa de rabano picante en PBS durante 1 hora a temperatura ambiente y las placas se lavan
subsiguientemente con PBS-Tween (2x) y PBS (2x). Se lleva a cabo deteccion de anticuerpo secundario de acuerdo
con procedimientos estandar y la absorbancia se determina espectrofotométricamente (véanse también ejemplos
anteriores). Se encuentra que de los 400 clones rastreados, una fraccion sustancial produce una cantidad de IgG
minima.

Dado que solamente un numero limitado de colonias segregan una mezcla de los 4 anticuerpos mVEGF, 50 clones
seleccionados a partir del panel inicial de aproximadamente 400, que son fuertemente reactivos en el ELISA de IgG, la
clonalidad se establece adicionalmente subclonando en dilucion limitante. Se siembran colonias cosechadas y
expandidas en una placa de 96 pocillos a una concentracion de 0,3 células/pocillo en DMEM con FCS al 10 % y se
expandieron. Las colonias de células se procesan como se describe anteriormente y se refireren como subclones.
Mientras que el experimento de transfeccion inicial usada usé una proporcién de ADN para los 4 plasmidos
pAb-1gG-04, pAb-IgG-69, pAb-IgG-73 y pAb-IgG-74 de 1:1:1:1, los subclones celulares aun presentan una diversidad
en los niveles de expresion de cada uno de los anticuerpos. Esto se debe a su regulacion de expresion independiente
y a su integracion al azar en el genoma. Adicionalmente, dado que el mismo marcador de seleccién se usa en todos los
plasmidos, los subclones expresan como maximo 4 sitios de unién a anticuerpos, pero no necesariamente todos los 4
de ellos. El numero preciso depende del experimento de transfeccion; aproximadamente el 20-30 % de los clones
reactivos expresan cadenas pesadas de anticuerpos multiples y de estos, aproximadamente el 20 % expresan mas de
2 cadenas pesadas de anticuerpos. Se ha descrito un procedimiento para incrementar estas frecuencias anteriormente
en el presente documento.

El rastreo para encontrar la mezcla mas intima de estos 4 anticuerpos de unién a mVEGF, como mezcla Oligoclonics™
con componentes bivalentes y biespecificos, se hace como sigue. Mezcla 6ptima aqui significa mezcla con respecto a
la que los 4 sitios de unién de anticuerpos estan dptimamente presentes en la mezcla y en la proporcién en la que
deberian estar presentes. Para los 50 subclones asi como para un clon reactivo a IgG a partir de los transfectantes de
control hechos justo con un plasmido que codifica un anticuerpo, se cultivan volimenes mayores purificando la
fraccion 1gG 1 recombinante del sobrenadante condicionado. Esto se hace usando cromatografia en columna de
afinidad de proteina A de acuerdo con los procedimientos estandar (Ed Harlow y David Lane, Using Antibodies, A
Laboratory Manual, 1999, ISBN: 0879695447). Estas mezclas y los controles de anticuerpos monoclonales se prueban
para su actividad de neutralizacion en mVEGF en un ensayo de incorporacion de ®H-timidina usando células
endoteliales de venas umbilicales humanas (Conn y cols., 1990, Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 87: 1323-1327). La
afinidad inhibidora de cada una de las mezclas se compara con la capacidad inhibidora de los 4 anticuerpos
monoclonales individuales. Las mezclas que presentan un actividad inhibidora mas alta sobre una base molar
comparada con la actividad de los controles de anticuerpos monoclonales contienen teéricamente anticuerpos
multiples que en combinacién median un efecto sinérgico sobre la actividad de VEGF. Se usan los siguientes ensayos
que indican la unién de mVEGF, la afinidad de la interaccion de la mezcla, la competicién en unién con receptor (Flt-1
y KDR-1). Se describe anteriormente un ensayo de unién (ELISA en fase sodlida). Los ensayos para determinar la
afinidad relativa d las mezclas se describen en Sidhu y cols., J Mol Biol 2004, 338:299-310, pagina 308 (medidas de
afinidad por ELISA competitivo), con Fab y anticuerpos presentados en fagos reemplazados con las mezclas de
anticuerpos o con los anticuerpos monoclonales como controles. Un incremento en afinidad relativa indica una
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actividad sinérgica fuerte entre los anticuerpos en la mezcla, como se describe en Marks, Movelent Disorders, vol. 19,
supl. 8, 2004, paginas S101-S108, para unién de mezclas de anticuerpos a epitopos no solapantes de neurotoxinas
botulinicas. Otros ensayos para demostrar la actividad de la mezcla de los anticuerpos en VEGF bien in vivo o bien in
vitro, estan bien establecidos en el campo y se describen por ejemplo en los documentos WO 03102157A2, EP
0666868B1 y WO0044777A1.

Dado que VEGF presenta actividades en muchos procesos, incluyendo mutagénesis, angiogénesis, supervivencia de
células endoteliales, induccion de metaloproteasas y factores de crecimiento, regulacion de permeabilidad/flujo,
reclutamiento de células progenitoras endoteliales etc., cualesquiera otros ensayos individuales o combinaciones de
ensayos se pueden usar determinando el efecto de las mezclas de anticuerpos sobre la actividad de VEGF. Las
mezclas de anticuerpos se pueden rastrear en cualquiera de estos ensayos, encontrando aquellas composiciones que
tienen un efecto en un conjunto de ensayos definido, o que tienen un efecto en uno pero no en otro ensayo.
Adicionalmente o en lugar de los ensayos in vitro, se pueden usar ensayos in vivo midiendo el efecto general de la
mezcla de anticuerpos en las propiedades farmacocinéticas de los antigenos y demostrar eliminacion mejorada como
mecanismo de la actividad sinérgica de los anticuerpos multiples en la mezcla Oligoclonics™.

Las mezclas se caracterizan adicionalmente bioquimicamente encontrando qué anticuerpos estan presentes y en qué
proporcion, como se describe en el Ejemplo 12.

Ejemplo 17: Emparejar anticuerpos compatibles para produciendo una mezcla de moléculas que tienen como
diana HER2/ErbB2

Trastuzumab (herceptina, o h4D5, o hu4D5, véase Ejemplo 16) y pertuzumab (Omnitarg, 2C4 humanizado) son ambos
anticuerpos monoclonales recombinantes que tienen como diana diferentes regiones extracelulares del receptor de
tirosina cinasa HER-2. Recientemente se muestra que estos anticuerpos inhiben sinérgicamente la supervivencia de
las células del cancer de mama in vitro (Nahta y cols., Cancer Research 64, 2343-2346, 2004). La herceptina es activa
frente a HER-2 que sobreexpresa canceres de mama metastaticos, conduciendo a su aprobaciéon en 1998 por la FDA
de los EE.UU. En contraste con herceptina, pertuzumab bloquea estéricamente dimerizacién de HER-2 con otros
receptores de HER y bloquea sefializacion activada por ligando a partir de heterodimeros HER-2/EGFR y
HER-2/HER-3. Por otro lado, trastuzumab bloquea liberacién de ErbB2 mientras que pertuzumab no lo hace. Las
mezclas de anticuerpos dirigidos al mismo antigeno diana pero que presentan mecanismos diferentes o no solapantes
de accion seran muy valiosos en el arsenal terapéutico y la produccién de tales anticuerpos multiples en una manera
comercial llegara a ser muy importante. En este ejemplo los autores de la presente invencion describen como se aislan
versiones compatibles de emparejamiento de estos dos anticuerpos y se usan construyendo una Oligoclonics™ con
un incremento esperado en potencia y eficacia en matanza de células tumorales comparados con los anticuerpos
monoclonales originales.

Los anticuerpos anti-HER2 4D5 y 2C4 se describen en el documento WO0100245A2 y en Fendly y cols., Cancer
Research 50: 1550-1558 (1990). La estructura molecular y la secuencia molecular de la version humanizada de
anticuerpo 2C4 se describe en Vajdos y cols., J Mol Biol 2002, 320, 415-428, en referencia de bases de datos de PDB
1L71 y en el documento WO0100245A2 (version 574 en Tabla 2 en pagina 54, o rhuMAb2C4 en continuacion de este
documento). Para simplicidad aqui "2C4" se usa indicando la version humanizada 574 del anticuerpo 2C4 murino. Su
estructura en complejo con los primeros tres dominios de ErbB2 se publicd recientemente (Franklin y cols., Cancer
Cell, 5, 2004, 317-328). La estructura y secuencia de h4D5 o herceptina se describié por Cho y cols., Nature 2003, 421,
756-760 y se deposita como 1N8Z en la base de datos PDB. Fuera de las regiones de determinacion de
complementariedad (CDR), pertuzumab es idéntico en secuencia a trastuzumab (Carter y cols., Proc. Natl. Acad. Sci.
EE.UU. 89, 4285-4289, 1992); consecuentemente, la estructura local del Fab de pertuzumab en el complejo
ErbB2-pertuzumab se espera que sea en gran medida la misma que aquella del Fab de trastuzumab. Se sigue la
siguiente via construyendo una cadena ligera individual compatible de emparejamiento que restaurara un sitio de
unioén funcional cuando se empareje con la h4D5 VH pero también cuando se empareje con la 2C4 VH.

Disefar cadenas ligeras compatibles de emparejamiento

Las diferencias aminoacidicas entre cadenas ligera de hu4D5v8 (la variante de humanizacién descrita por Kelly y cols.,
1992, supra, indicada por hu4D5 o h4D5 en la seccion siguiente) y 2C4 se han mapeado siendo 11 residuos como se
destaca en la Figura 23. En las regiones de CDR de las cadenas ligeras, hay 4 diferencias en CDR1, 3 en CDR2y 4 en
CDR3. Lo mas sencillo siguiendo en la ausencia de datos estructurales de los anticuerpos y su interaccion con
antigeno, es construir una biblioteca de cadena ligera que se ha diversificado en estas posiciones y rastrear o
seleccionar para cadena ligera variante que mantiene comportamiento de union a antigenos cuando se empareja con
las cadenas pesadas de ambos anticuerpos, h4D5 y 2C4. La diversificacion puede elegirse conteniendo todos los 20
aminoacidos posibles o un subgrupo de ellos, por ejemplo todos los residuos menos cisteina (que no se da
normalmente en estas 11 posiciones), o un conjunto seleccionado de aminoacidos que se da frecuentemente en
anticuerpos en estas posiciones. El disefio de un repertorio de cadenas ligeras basado en todas las diferencias de 11
aminoacidos entre h4D5 y 2C4 se da en la Figura 23, en la linea HYB1.

Una segunda aproximacion construyendo una region de cadena ligera hibrida variable compatible de emparejamiento
para dos anticuerpos, es emplear adicionalmente informacién estructural de la interaccién de los anticuerpos con sus
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respectivos antigeno o antigenos. En el ejemplo de h4D5 y 2C5, una abundancia de informacion de estructura funcion
esta disponible para guiar el disefio de una biblioteca de cadena ligera hibrida. En este disefio, HYB2 en Figura 23,
todas las cadenas ligeras en el repertorio disefiado retienen todos los residuos comunes entre las dos cadenas ligeras
originales de hu4D5 y 2C4 y una seleccion de residuos en las posiciones donde las dos cadenas ligeras originales
difieren en composicién, en la que la seleccion se basa en informacidon estructural de la interaccion
anticuerpo-antigeno. Mientra que algo del disefio puede estar basado en esta informacion, se destaca también que las
mutaciones puntuales de h4D5 han estado mostrando efectuar de formar espectacular el comportamiento bioldgico del
anticuerpo: las actividades antiproliferativas de las variantes humanizadas de 4D5, que difieren solamente en 7
residuos aminoacidicos como maximo, se encontré que no estan fuertemente correlacionadas con la afinidad a
antigeno (Kelley y cols., 1992, supra). Asi ello se requerira para tomar muestras de versiones miultiples de cadenas
ligeras compatibles de emparejamiento y para poner a prueba la actividad biolégica de las combinaciones después de
la seleccion de antigenos y la caracterizacion de unién asegurando el mantenimiento de la actividad biolégica.

Se hizo el siguiente disefio de bibliotecas HYB2, en base a las siguientes observaciones:

CDR1. La plasticidad de secuencia del sitio de union a antigenos de herceptina se analizé en un estudio por Gerstner
y cols. (J Mol Biol 2002, 321: 851-862). A partir de estos estudios aparece que para los residuos de trastuzumab N30
se pueden reemplazar por serina (Tabla 1, mutacion VL30 de clase 1, de Gerstner y cols., supra). Serina es el residuo
usado en esta posicion por 2C4. Asi la cadena ligera hibrida compatible de emparejamiento se disefia conteniendo Ser
en la posicion 30. El resto de la CDR1 se toma a partir de la cadena ligera de herceptina ya que esta region parece ser
irrelevante para union de antigeno en 2C4 (Franklin y cols., supra).

CDR2. Por exploracion de alanina y por exploracion homologa del anticuerpo Fab2C4 se revel6 que la mayoria de las
cadenas laterales que contribuyen a la unién de antigenos, estan localizadas en la cadena pesada (Vajdos y cols.,
supra). Esto se confirmé recientemente por la estructura cristalina del anticuerpo en complejo con antigeno: la cadena
ligera de Fab de pertuzumab hace solamente unos pocos contactos con ErbB2, mayoritariamente por medio de CDR
L2 (posiblemente por medio de residuo 55) y algunos por medio de L3 (Franklin y cols., supra). Algunos de los residuos
de 2C4 en esta region se pueden convertir a residuos de h4D5 sin pérdida de afinidad, segun se sugiere por
experimentos con versiones humanizadas de 2C4 descritas en el documento WO0100245A2 (pagina 54), en particular
lo que puede ser posible es escoger residuos de VL de h4D5 en posiciones 54 y 56. El Phe en posicion 53 en
herceptina parece estar relativamente conservado, con alguna presencia de Trp, mientras que las otras posiciones en
estas regiones de CDR no se ponen a prueba. Dado que algunos de estos residuos basados en CDR2 pueden ser
también importantes posicionando residuos basados en cadenas pesadas vecinas para unién a antigeno, en el disefio
de cadena ligera hibrida, los tres residuos que son diferentes h4D5 y 2C4 se diversifican totalmente, de tal forma que
el procedimiento de seleccion puede identificar cual de las 8000 combinaciones proporcionaran una cadena ligera
compatible para emparejamiento.

CDRS3. Se dice que tirosina 91 de 2C4 es importante para union a antigenos (Franklin y cols., supra) pero su sustitucion
con fenilalanina (F) es aceptable (Vajdos y cols., supra). Herceptina en esta posicion en la cadena ligera ademas tolera
varias otra cadenas laterales aromaticas incluyendo Phe, Tyry Trp (Tabla 1, pagina 854 en Gerstner y cols., supra).
Asi la cadena ligera hibrida se disefia conteniendo Phe en la posicion 91 (Figura 23). Para unién a antigeno 2C4 de los
otros residuos del bucle H3 es relativamente resistente a mutagénesis como en Gerstner y cols., con la excepcion de la
Pro en la posicion 95. Pero este residuo esta compartido entre la herceptina y cadenas ligeras de anticuerpos 2C4. En
la interaccion de herceptina con antigeno hay interacciones mas probables de las regiones CDR3 con antigeno, asi en
la cadena ligera hibrida, todos los residuos menos el 91 se toman de VL de herceptina (Figura 23).

En el disefio de HYB2 final, se toman aminoacidos para 6 de cada 11 posiciones de la h4D5 VL, 1 de cada 11 de la 2C4
VL (posicién 30), 1 es un residuo no encontrado en cada VL (posicién 91) y el 3 esta eligiéndose al azar (en CDR2).

Construccion de biblioteca HYB1 y seleccion de VL compatibles de emparejamiento

Las dos bibliotecas de cadenas ligeras se construyen como sigue. En la biblioteca de VL disefiada de HYB1, se
situaron al azar 11 residuos, lo que implica que la diversidad de aminoacidos totales (2011) es mucho mayor de la que
se puede rastrear facilmente. Muestreando la diversidad en esta biblioteca, se usa por lo tanto un procedimiento de
seleccion poderoso. Las cadenas pesadas (VH) de h4D5 y 2C4 estan clonadas en los sitios de clonacion Sfil-BstEIl de
pCES1 (de Haard y cols., 1999, J Biol Chem 274, 18218-30) usando PCR vy oligonucleétidos que se unen al extremo 5'
y 3' de las secuencias nucleotidicas de los genes VH y que introducen sitios Sfi | y BstEll en sitios apropiados para
clonacion en fase (como se describe para genes VH de anticuerpos en de Haard y cols., supra; el sitio BstEll esta ya
presente en la region JH tanto de h4D5-VH como de 2C4-VH). La plantilla para el PCR de la VH de h4D5 es pAK19 de
plasmido que lleva la variante 4D5 humanizada nimero 8, descrita en Kelly y cols., 1992, Biochemistry 31: 5435-5441,
Tabla 1. La secuencia de nucledtidos de este clon se describe esencialmente en Carter y cols. 1992, P.N.A.S. 89:
4285-4289, en Figura 1, como huMAb4D5-5, con dos alteraciones (V102Y en CDR3 del VH y E55Y en CDR2 de VL,
segun se describe en Kelly y cols., 1992, supra). La secuencia de VH se puede extraer también como fragmento
Sfil-BstE 11 de SEC ID N.°: 17 como se describe mas adelante. La plantilla para la reaccion PCR de la VH de 2C4 es
plasmido pC2C4, descrito en la pagina 425 de Vajdos y cols., supra. La secuencia VH puede extraerse de la insercion
Ncol-BstEll dentro del fragmento mas grande BssHII-Notl de la SEC. ID. N.%: 17. La clonacion de los productos de PCR
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dentro de pCES1 se lleva a cabo como se describe para reservas de VH de cadena pesada humana y usando
procedimientos de clonacion estandar. pCES1 es un vector fagémido que es adecuado para la expresion de
fragmentos Fab en E. coli y para la presentacion de los fragmentos Fab en la superficie del fago filamentoso (de Haard
y cols., 1999, supra). Se identifican dos plasmidos con inserto correcto secuenciando la regién de insercién y unién y
los plasmidos resultantes llamados pCES-VH-h4D5 y pCES-VH-2C4. Estos son los plasmidos aceptores para el
repertorio de la cadena ligera, HYB1. La region codificante VLCL de hu4D5v8 se amplifica usando oligonucleétidos
especificos cebando en su region 5'y en su region 3' e introduciendo sitios de restriccion de ApaLl y Ascl segun se
describe en de Haard y cols., supra, para cadenas VLCL humanas. Como plantilla se usa pAK19 llevando la variante
humanizada de 4D5 nuimero 8 (hu4D5-8, descrita en Kelly y cols., 1992 Biochemistry 31: 5435-5441, Tabla 1). El
producto de PCR se clona como fragmento ApalLl-Ascl en pCES-VH-h4D5, proporcionando pCES-Fab-h4D5. Esto
codifica un fragmento de h4D5 Fab funcional. HYB1 se produce usando procedimientos descritos con versiones de
plantilla de "parada" de este plasmido. La version de plantilla de parada se hace reemplazando un codén en cada una
de CDR1, CDR2 y CDR3 de la hu4D5-v8-VL con codones de parada TAA. Se han descrito extensamente
procedimientos diversificando la plantilla de VL en la bibliografia incluyendo en el documento WO 03102157A2, en
"Directed Mutagenesis, a Practical Approach”, Ed. M.J. McPerson, IRL Press 1991. El procedimiento usado aqui es el
procedimiento Kunkel; esto proporciona el codén de parada del VL en plasmido pCES-Fab-h4D5-3ST. La version de
plantilla de parada de h4D5-VL se usa como una plantilla para el procedimiento de mutagénesis de Kunkel (Kunkel y
cols. 1987, Methods in Enzymol 154: 367-382), usando oligonucledtidos mutagénicos disefiados reparando
simultaneamente los codones de parada e introduciendo mutaciones en los sitios disefiados. Las mutaciones en todas
las 3 CDR de la VL se introducen simultdneamente en una reaccién de mutagénesis individual. Esto se describe
extensamente en Sidhu y cols. 2000, Methods Enzymol 328: 333-363. La reaccion de mutagénesis se somete a
electroporacion en E. coli SS320 (Sidhu y cols., supra) y las células transformadas se cultivan durante toda una noche
en presencia de fago coadyuvante M13-VCS produciendo particulas de fago que estan encapsulando el ADN del
fagémido y estan presentando fragmentos Fab en sus superficies. Se han descrito procedimientos para manipulacion
de biblioteca de presentacion de fagos, seleccion y rastreo de clones, por ejemplo véanse de Haard y cols., supra;
Vajdos y cols., supra y también los otros ejemplos). La biblioteca de 4D5-HYB1 resultante contiene mas de 1 x 10°
miembros Unicos. Esta biblioteca 4D5-HYB1 se selecciona dos veces sobre antigeno HER2 como se describe en
Vajdos y cols., supra, proporcionando una poblacion de mas del 65 % de anticuerpos con actividad de unién a
antigenos. Estos anticuerpos muestran su region VH, pero la mayoria llevan diferentes cadena ligeras. Las cadenas
ligeras de esta poblacion se obtienen como fragmento Apall-Ascl (VLCL) y se clonan como una reserva en
pCES-VH-2C4. Esta nueva biblioteca contiene ahora un subconjunto de cadenas ligeras de HYB1 que es probable que
sean compatibles con union a antigeno en el contexto de h4D5. La biblioteca se selecciona una vez en antigeno y se
identifican los clones que median la unién de antigenos. Las cadenas ligeras con secuencia de aminoacidos idéntica y
que median unién a antigenos cuando se emparejan con h4D5-VH y con la 2C4-VH se identifican secuenciando un
panel de clones reactivos con Ag a partir de la biblioteca de h4D5-HYB1 seleccionada y de clones reactivos con Ag a
partir de la sub-biblioteca de 2C4 seleccionada y comparando las secuencias. Ademas usando la reactividad frente a
antigeno en ELISA de fagos como lectura, la reactividad de los fragmentos Fab se pone a prueba en ELISA (como se
describe en de Haard y cols., supra). Esto conduce a la identificacion de un panel de VL que presentan que se
emparejan funcionalmente tanto con VH-h4D5 asi como con VH-2C4. Dentro del panel la VL mejor se identifica
determinando la afinidad de la interaccion y la actividad bioldgica de los dos fragmentos Fab respectivos. Se describen
procedimientos para determinacion de afinidad y de actividad biologica de Fab anti-HER2 en Kelley y cols., 1992,
supra y en Gerstner y cols., 2002, supra y se describen mas adelante adicionalmente.

Construccion de biblioteca HYB2 y rastreo de VL compatibles de emparejamiento

La biblioteca de VL disefiada de HYB2 contiene solamente 8.000 variantes. Aqui se sigue una via diferente
permitiendo expresion simultanea y deteccion de variantes de unién a antigeno, de anticuerpos que contienen VH de
h4D5 y de 2C4. Primero la VL en pCES-Fab-h4D5 se muta por mutagénesis dirigida a sitio de Kunkel (Kunkle y cols.,
supra) con asparragina 30 cambiada a serina (N30S) e histidina 91 cambiada a fenilalanina (H91F), de acuerdo con el
disefio representado en la Figura 23. Del clon resultante, se producen p4D5-VLmut, fago y Fab y se ponen a prueba
para unién en diluciones seriadas a ELISA de fagos de placa revestida de Her-2 (dominio extracelular), confirmando
que h4D5 mantiene una reactividad a antigenos minima. A continuacion se hace una version de plantilla de parada a
partir de este plasmido, reemplazando un codén en la CDR2 de la VL con un codén de parada TAA (residuo 55, la
tirosina se muta de "tat" a "taa"; este residuo se dice que se requiere con el fin de obtener la afinidad de antigeno del
anticuerpo de h4D5 humanizado, Kelley y cols., 1992, supra, asi se necesitara fijarse a "Y" restaurando la fase de
lectura y de unién a antigeno). Esta version de plantilla de parada de la cadena ligera de h4D5v8 se clona en pSCFV-3
(ejemplo 2 y Figura 14B), por amplificacion de la region VLCL de la plantilla de parada de CDR2. El disefio de los
oligonucledtidos usados en esta amplificacion es tal que el segmento de VLCL entero se amplifica y que después de
digestion el segmento puede clonarse direccionalmente para expresion en fase de la cadena ligera sometido al control
del promotor de arabinosa de pSCFV-3 y sin cualesquiera etiquetas C-terminales. Brevemente la VLCL se amplifica
con cebadores de unién al extremo 5' y al extremo 3' de la casete y proporcionando en el 5' un saliente largo en 2
reacciones de PCR codificando una region de aproximadamente 90 nucledtidos que codifican sitios de union a
ribosomas, codoén de inicio y secuencia lider bacteriana, produciendo un fragmento EcoRV-EcoRI que se clona dentro
de los sitios Pacl-EcoRI que rodean el casete de expresion en pSCFV-3. Este plasmido, pVLmutST, se usa como
aceptor para las dos cadenas pesadas, después de que se retire un sitio BstEll interno en posiciéon 143 del inserto. La
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secuencia del inserto final Pacl-EcoRI se da en la SEC. ID. N.%: 16. Las cadenas pesadas 2C4 y h4D5v8 se clonan en
2 etapas como fragmentos VH-CH1 en pSCFV-3 (Figura 14B) proporcionando plasmido p2Fab-HER2 segun se indica
en la Figura 24. Primero la regién h4D5 VHCH1 se amplifica a partir de pCES-VH-h4D5 y se clona como fragmento
Sfil-BssHIl en pVLmutST. El disefio de los cebadores es tal que después de clonacion disponen fases de lectura
apropiadas con lideres y etiquetas en pSCFV3, proporcionando las secuencias de unién finales como se representa en
la SEC. ID. N.°: 17. En segundo lugar la cadena pesada de 2C4 VHCH1 se amplifica a partir de pCES-VH-2C4 y se
clona como fragmento BssHII-Notl dentro de este plasmido. De forma similar el disefio de los cebadores es tal que
después de clonacion disponen fases de lectura apropiadas con lideres y etiquetas en pSCFV3, proporcionando las
secuencias de union finales como se representa en la SEC. ID. N.°: 17. Este plasmido final, p2Fab-Her2, proporciona
la expresion de ambos dominios variables de cadena pesada como cadenas Fd (unidos a gamma-1 humana) y la
expresion también de una cadena ligera conteniendo codén de parada. La secuencia de los insertos Hindlll-Notl y
Pacl- EcoRI de p2Fab-HER2 se da en las SEC ID N.°: 17 y 16, respectivamente. Las cadenas pesadas de los dos
anticuerpos humanizados, h4D5-version 8 y 2C4-version 574 se proporcionan como fusiones al dominio CH1, a la
etiqueta Myc y a la etiqueta VSV respectivamente y a una etiqueta HIS para purificacion de IMAC. La cadena ligera en
formato VLCL se deriva esencialmente de h4D5 pero lleva dos mutaciones de VL disefiadas en posiciones 30 y 91, un
codon de parada en la CDR2 y un sitio de BstEll interno eliminado sin cambio aminoacidico.

El plasmido p2Fab-HER2 se usa como una plantilla para el procedimiento de mutagénesis de Kunkel (Kunkel y cols.
1987, Methods in Enzymol 154: 367-382), usando oligonucleétidos mutagénicos disefiados reparando
simultaneamente el codén de parada en el VL-CDR2 e introduciendo mutaciones en los 3 sitios disefiados en CDR2,
como se indica en la Figura 23. Después de electroporacion y del plaqueo (como anteriormente), una biblioteca de
50.000 clones se rastrea para versiones VL compatibles de emparejamiento como sigue. En el plasmido p2Fab-HER2,
todos los tres genes de region variable estan unidos a una etiqueta de epitopos Unica que proporciona una ruta para su
deteccion especifica. Los clones individuales se cosechan en placas de 96 pocillos (Nunc) y se induce que expresen
ambas cadenas pesadas y una cadena ligera, usando condiciones como se describen en el Ejemplo 4, con la
excepcion de que arabinosa se afiade también como inductor al mismo tiempo que el IPTG. El dia siguiente el
sobrenadante de los cultivos se pone a prueba para la presencia de Fab reactivos de HER2, en un ELISA
esencialmente como en Ejemplo 4. Los ensayos multiples se llevan a cabo con la misma muestra, usando bien
reactivos secundarios anti-myc o anti-VSV detectando la presencia del h4D5-Fab o del 2C4-Fab, respectivamente.

Un clon reactivo dual designado 3-8E3, que une HER-2 en ELISA tanto con los reactivos anti-etiqueta VSV como con
los reactivos anti-etiqueta Myc, se elige para andlisis adicional. La mezcla de Fab de este clon se expresa a nivel de
escala de 10 | y se purifica a partir de sobrenadantes de E. coli de acuerdo con Kelley y cols., 1992, supra, paginas
5435-5436. Brevemente, el sobrenadante de cultivo se microfiltra por filtracion de flujo tangencial, concentrado por
ultrafiltracion y filtrado sobre DEAE-Sefarosa-FF. La mezcla de anticuerpos en la fraccion de rendimiento se somete a
cromatografia de afinidad en Proteina-G-Sefarosa-FF. La mezcla de Fab se eluye con glicina 0,1 M, pH 3,0. La
concentracion de la proteina total se determina por medidas de A280 usando una A280 de 67 mM™" em™.

La constante de unién de Fab individuales o la constante de unién aparente de mezcla de Fab se mide por ELISA
esencialmente como se describe por Vajdos y cols., 2002, supra, en la pagina 426. Brevemente, inmunoplacas
maxisorb NUNC de 96 pocillos se revisten durante toda una noche a 4 °C con HER2-ECD (1 microgramo - ml en
tampon de carbonato 50 mM, pH 9,6) y las placas se bloquean durante 1 hora a temperatura ambiente con BSA al 0,5
% en PBS-Tween 20 al 0,05 %. Las diluciones seriadas de proteina Fab se incuban en las placas revestidas de
HER2-ECD durante 2 horas a temperatura ambiente y las placas se lavaron. Se detecta Fab unido con anticuerpo de
cadena kappa anti-humano de ratén biotinilado seguido por conjugado de estreptavidina-peroxidasa de rabano picante
(Sigma), usando 3',3',5,5'-tetrametilbencidina (TMB) como sustrato (Kirsgaard and Perry Laboratories, Gaithersburg,
MD). La constante de union real de un Fab en la mezcla de dos Fab se mide reemplazando el anticuerpo de cadena
kappa anti-humano de ratén biotinilado de la prueba anterior con anticuerpos anti-etiqueta MYC biotinilado (para h4D5)
o con anti-etiqueta VSV biotinilado (para 2C4) (anticuerpos similares a aquellos descritos en el Ejemplo 2). Las curvas
de valoracion se ajustan con un programa de ajuste de curvas de regresion lineal de cuatro parametros (KaledaGraph,
Synergy Software) determinando los valores de CEs, las concentraciones de Fab que corresponden a las sefiales de
unién de la mitad de las maximas. Se dan ejemplos para h4D5, 2C4 y la mezcla 3-8E3 en la Figura 25. Se confirma que
la mezcla 3-8E3 contiene dos fragmentos de anticuerpo Fab funcionales, h4D5* y 2C4*, en los que el * indica que la
region de cadena variable es diferente de las cadenas ligeras humanizadas de h4D5 y 2C4 (en la Figura 24). La
proporcion de los dos anticuerpos Fab que estan presentes en la mezcla 3-8E3 se analiza por espectrometria de
ionizacion de masas por electropulverizacion esencialmente como se describe en Kelley y cols., 1992, supra. Hay una
diferencia en los pesos moleculares de los Fab sobre la base de que las cadenas pesadas de 2C4 y h4D5 difieren en
aproximadamente 68 daltons, bien por encima de la desviacion estandar del ensayo (en el intervalo de 3-7 daltons).

La actividad biolégica de las mezclas de Fab se compara con aquella de los fragmentos Fab de anticuerpos
monoclonales. Las caracteristicas inhibidoras de crecimiento se evalian usando la linea celular de cancer de mama,
SK-BR-3 (véase Hudziak y cols., 1989, Mol Cell Biol. 9: 1165-1172), usando las condiciones de ensayo descritas en la
pagina 50 del documento WO0100245A2. Una grafica a modo de ejemplo en la Figura 25 muestra las curvas de
inhibicion de crecimiento para Fab de h4D5 y mezclas de 4D5* y 2C4* (véase ejemplo 17) que usan cadenas ligeras
compatibles de emparejamiento diferentes, indicadas con VL1 a VL7. Los Fab se evaluan adicionalmente por su
capacidad inhibiendo fosforilacion de tirosina estimulada por HRG de proteinas en el rango de peso molecular 180.000
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a partir de lisados de células MCR7 completas, que se sabe que expresan todos los receptores de ErbB conocidos
(como en el documento WO0100245A2, paginas 50-51). Como un control, se usa 2C4 como Fab; este anticuerpo es
muy efectivo en romper la formacion del sitio de unidn de alta afinidad HER2/HERS3 en células MCF7.

Una vez la actividad de los Fab en la mezcla confirmada, la VL seleccionada, compatible de emparejamiento de 3-8E3,
se usa construyendo una Oligoclonics™ del formato IgG, esencialmente como se describe en el Ejemplo 10 anterior.
Esto da como resultado en la produccién de clones de 30 células produciendo cada una una mezcla de los anticuerpos
h4D5* y 2C4* y la combinacion biespecifica; las IgG se purifican a partir de los sobrenadantes celulares por
cromatografia en columna de proteina A como se describe anteriormente y la concentracion del IgG total presente en
las mezclas determinadas. La actividad biolégica de las mezclas IgG resultantes se ensaya como en Nahta y cols.,
Cancer Research 64: 2343-2346 (2004), usando un ensayo de inhibicién del crecimiento de células de cancer de
mama segun se describen en la pagina 2343 de este publicacion. Brevemente las células BT474 se tratan por
triplicado con diluciones de dos veces en serie de las mezclas de IgG en el intervalo de 0,1-25 ng/ml. Después de 5
dias las células se tripsinizan y se contaron por exclusion de azul de tripano. La inhibicién del crecimiento se calcula
como la fraccién de células viables comparada con cultivos no tratados. Como controles se usan los anticuerpos
originales hu4D5-v8 (trastuzumab) y 2C4 (pertuzumab), asi como una mezcla 1:1 de estos anticuerpos monoclonales.
La mezcla con la actividad mas sinérgica entre los dos sitios de unién se identifica en base a dos trazados de
dosis-efecto como se describe en la leyenda de la Figura 1 en la pagina 2344 en Nahta y cols., 2004, supra. Otra
prueba confirmando la actividad sinérgica se describe en esta publicacion (pruebas in vitro: induccion de apoptosis,
sefializacion de Akt), en el documento WO0100245A2 (pruebas in vitro y pruebas in vivo, tales como modelos de
xenotransplante tumorales humanos descritos en los ejemplos 5-7 y en las Figuras 10-13) y en Franklin y cols., 2004,
supra (heterodimerizacion in vitro HER2/HER3 usando células transfectadas COS?7).

Otros ejemplos de anticuerpos que pueden combinarse con uno o ambos de estos anticuerpos anti-ErbB2 con
cadenas compatibles de emparejamiento que funcionan como un agente antiangiogénico (por ejemplo un anticuerpo
anti-VEGF); tienen como diana el receptor de EGF (o ErbB1; por ejemplo C225 o ZD1839); o que son anticuerpo
anti-ErbB2 que induce fuertemente apoptosis, tal como 7C2 o 7F3 (documento WO0100245A2). Las cadenas ligaras
compatibles se identifican usando los procedimientos descritos en esta invencion.

Ejemplo 18: Anticuerpos compatibles de emparejamiento para producir una mezcla de factor de crecimiento
de hepatocitos/factor de dispersion (HGF/SF) que tienen como diana anticuerpos que bloquean muiltiples
actividades biologicas.

HGF/SF es un ligando que se une al receptor tirosina cinasa Met. HGF/SF estd compuesto de una cadena que
contiene el dominio N-terminal y cuatro dominios kringle unidos por puentes disulfuro covalentemente a la cadena p.
La unién de HGF/SF al receptor tirosina cinasa Met induce actividades biolégicas multiples, incluyendo proliferacion
celular e invasion celular y crecimiento de vasos sanguineos (angiogénesis). Ademas, la union de HGF/SF a Met evita
la muerte celular programada (revisado en Birchmeier, C. y cols. Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 4: 915-925 (2004). El receptor
Met se expresa en muchos tumores sdlidos y la sefializacion de Met ha estado mostrando estar implicada en desarrollo
de tumores, invasion y metastasis (Cherrington, J.M. y cols., Adv. Cancer. Res. 79: 1-38 (2000); Stec y cols. Mol. Cell
Biol. 12, 5152-5158 (1992).

Se han producidos anticuerpos monoclonales contra HGF/SF estudiando su capacidad bloqueando las diversas
actividades bioldgicas de HGF/SC (Cao, B. y cols. Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 98, 7443-7448, 2001). Los
anticuerpos se produjeron inmunizando ratones con HGF/SF humano y generando hibridomas que segregan
anticuerpos monoclonales. El suero policlonal de ratones inmunizados con HGF/SC mostré actividad neutralizadora
potente de todas las actividades biolégicas de HGF/SF. En contraste un panel grande de anticuerpos monoclonales
que se unen al HGF/SCF humano se mostré que carece de la capacidad para bloquear completamente todas las
actividades bioldgicas de HGF/SC (Cao, B. y cols. Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 98, 7443-7448, 2001). Combinaciones
de dos anticuerpos monoclonales anti-HGF/SF carecieron aun de actividad de bloqueo plena mientras que varias
mezclas de tres anticuerpos monoclonales neutralizaron potentemente toda la actividad de HGF/SF en ensayos in
vitro. Se concluy6 que el bloqueo de las actividades biolégicas de HGF/SF requiere la union simultanea de multiples
anticuerpos monoclonales contra diferentes epitopos del ligando HGF/SF (Cao, B. y cols. Proc. Natl. Acad. Sci.
EE.UU., 98, 7443-7448, 2001).

Mezclas de anticuerpos monoclonales dirigidos contra la misma molécula diana que bloquean el espectro completo de
actividades bioldgicas de la molécula son contribuciones muy valiosas al arsenal terapéutico, especialmente cuando
tales actividades bloqueantes no se logran con anticuerpos monoclonales. La produccion de tales anticuerpos
multiples en una manera farmacéutica y en una forma comercialmente viable llegara a ser muy importante. En este
Ejemplo,los autores de la presente invencion describen como mezclas de anticuerpos monoclonales contra el ligando
HGF/SF se aislan y se usan construyendo Oligoclonics™ que bloquean eficientemente todas las actividades
bioldgicas de este ligando.

Las bibliotecas de scFv o de Fab de anticuerpos de fagos que se forman enfocando la diversidad en una region
variable y manteniendo la otra region invariable, preferentemente una secuencia de linea germinal, son
particularmente relevantes para la invencion. A partir de tales bibliotecas es factible aislar anticuerpos con una cadena
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pesada diferente pero con cadena ligera idéntica, o viceversa (Figura 3). Tales anticuerpos se reformatean
adecuadamente en un formato de Oligoclonics™ de acuerdo con la invencién. En la técnica, se ha descrito que
anticuerpos que tienen el mismo gen de VL pero que tienen diferentes genes de VH y especificidades que varian
pueden obtenerse a partir de bibliotecas de presentacion de fagos de anticuerpos (Nissim y cols., (1994) EMBO J. 13:
692-698). Se usa una sub-biblioteca de la biblioteca de scFv semisintética (de Kruif y cols. (1995) J. Mol. Biol. 248: 97)
descrita en el Ejemplo 7 seleccionando anticuerpos contra HGF/SF humano recombinante.

El ligando HGF/SF se produce y purifica a partir de células S-114 (células NIH 3T3 transformadas con HGF/SF
humano y Met) segun se describe (Rong, S. y cols. (1993) Cell Growth Differ. 4, 563-569). Para selecciones de fagos,
se revistieron placas de 96 pocillos con 2,5 mg/ml de HGF/SF en tampon de revestimiento (NazCO3 0,2 M /NaHCOs,
pH 9,6; 50 ml por pocillo) durante toda una noche a 4 °C. Las placas se bloquearon después con PBS conteniendo
BSA al 1 % (200 ml/pocillo) durante toda una noche a 4 °C. Se llevaron a cabo selecciones de unién de fagos a
HGF/SF humanos como se describe en los ejemplos anteriores. La unidén de fagos seleccionados a partir de la
biblioteca se somete a seguimiento por una ELISA de HGF/SF ELISA usando placas de 96 pocillos revestidas con 2,5
mg/ml de HGF/SF en tampon de revestimiento (Na,CO3 0,2 M/NaHCO3, pH 9,6; 50 ml por pocillos) durante toda una
noche a 4 °C. Las placas se bloquean después con PBS conteniendo BSA al 1 % (200 ml/ pocillo) durante toda una
noche a 4 °C.

Las regiones de VH de anticuerpos monoclonales individuales y la region VL individual se clonan en el vector de
expresion eucaridtica para anticuerpos monoclonales humanos como se describe en el Ejemplo 10 y se introducen
subsiguientemente en células eucariotas CHO por transfeccion. Para cada transfeccion, los plasmidos que codifican 2
o mas regiones VH diferentes se mezclan en diversas proporciones y se usan a una concentracion de 1-10 mg/ml. Los
clones que segregan anticuerpos humanos se generan esencialmente como se describe en el Ejemplo 10 y los
sobrenadantes se someten a seguimiento por anticuerpos especificos de HGF/SF con un ELISA en placas de 96
pocillos revestidas con HGF/SF como se describe en el parrafo anterior. Los sobrenadantes de clones que segregan
anticuerpos anti-HGF/SF se usan determinando la capacidad de mezclas bloqueando las actividades biolégicas de
HGF/SF.

Los sobrenadantes de transfectantes se rastrean para capacidad neutralizante de HGF/SF en el ensayo de dispersion
de higado canino de Madin-Darby (MDCK) como se describe (Cao, B. y cols. Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 98,
7443-7448, 2001). Las células MDCK se plaguearon a 7,5 x 10* células por 100 ml por pocillo con o sin HGF (5
ng/pocillo) en DMEM con FBS al 5 %. Se afiaden después tres mil microlitros de sobrenadantes a diluciones seriadas
2 veces a placas de 96 pocillos. Un antisuero neutralizante policlonal de conejo (1 ml/pocillo; ref. Koochekpour, S. 'y
cols. (1997) Cancer Res. 57, 5391-5398) se incluye como control. Tras incubacién durante toda una noche a 37 °C, las
células se tifieron después con cristal violeta al 0,5 % en etanol al 50 % (vol./vol.) durante 10 minutos a temperatura
ambiente y se contempla la dispersiéon usando un microscopio 6ptico.

Los sobrenadantes a partir de transfectantes se rastrean también neutralizando la capacidad de HGF/SF en el ensayo
de morfogénesis ramificado como se describe. El ensayo de morfogénesis ramificado usando células SK-LMS-1 se
llevé a cabo como se describe (Jeffers, M. y cols. (1996) Mol. Cell. Biol. 16, 1115-1125). Brevemente, se mezclan las
suspensiones celulares en un volumen igual de GFR-Matrigel (Becton Dickinson), se plaquean a 5 x 10* células por
125 ml por pocillo en una placa de cultivo de 96 pocillos y se incuban durante 30 minutos a 37 °C. HGF/SF, con o sin
mADb neutralizantes, se afiaden junto con DMEM conteniendo FBS al 10 % en la parte superior del gel. Después de
72-96 horas de incubacioén a 37 °C, los pocillos representativos se fotografian a un aumento de x400.

Ejemplo 19. Anticuerpos compatibles de emparejamiento para producir una mezcla de anticuerpos que
bloquea receptor de células vasculares endoteliales 1 (VEGF-R1) y VEGF-R2.

El factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) es un regulador clave de procesos angiogénicos durante la vida
adulta tales como curacion de heridas, retinopatia diabética, artritis reumatoide, soriasis, trastornos inflamatorios y
crecimiento tumoral y metastasis (Ferrara, N. y cols. Curr. Top. Microbiol. Immunol. 237-1-30 (1999), Klagsbrun, M. y
cols. Cytokine Rev. 7, 259-270 (1996), Neufeld, G. y cols. FASEB J. 13, 9-22 (1999)). VEGF se une a y media su
actividad principalmente a través de dos receptores tirosina cinasa, VEGF-R1 (también llamado Flt-1) y VEGF-R-2
(también llamado KDR). Numerosos estudios han mostrado que la sobreexpresion de VEGF y sus receptores
desempefian un papel en angiogénesis asociada a crecimiento tumoral y asi en crecimiento tumoral y metastasis
(Folkman, J., Nat. Med. 1, 27-31 (1995), Zhu, Z. y cols. Invest. New Drugs 17, 195-212 (1999)).

Un anticuerpo monoclonal anti-VEGF que se une a VEGF y bloquea su unién se ha aprobado recientemente por la
FDA para el ftratamiento de pacientes con cancer metastatico colorrectal (http://www.fda.gov/cder/foi/
appletter/2004/1250851tr.pdf). Esto muestra que los anticuerpos monoclonales que blogquean angiogénesis
proporcionan una importante herramienta en el tratamiento de tumores solidos.

En el documento WO/04003211A1, Zhu describe anticuerpos biespecificos con una parte de la molécula bloqueando

la union de VEGF a VEGF-R1 y la otra parte de la molécula bloqueando la unién de VEGF a VEGF-R2. Ademas, el

anticuerpo biespecifico evita la homodimerizacion de los receptores de VEGF y asi bloquean la sefializacion celular

mediada por VEGF-R. Comparada con unién a un VEGF-R individual, la unién dual da como resultado una inhibicién

mas potente de funciones celulares estimuladas por VEGF tales como, por ejemplo, proliferacién de células
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endoteliales. Los anticuerpos biespecificos descritos por Zhu comprenden fragmentos Fv de cadena individual
condensados a las regiones constantes de cadenas pesadas y ligeras en una molécula de IgG. Debido a la naturaleza
de las moléculas biespecificas, se espera que sean inmundgenas tras inyeccion en seres humanos, impidiendo su
efectividad clinica. Las mezclas de anticuerpos humanos como se representan en formato Oligoclonics™ que
bloguean tanto el VEGF-R1 como el VEGR-R2 mientras que mantienen eficacia clinica 6ptima pueden ser una adicién
importante al arsenal de farmacos solidos antitumorales. Una Oligoclonics™ tal se obtiene como sigue:

La proteina de fusion soluble VEGF-R2 fusionada a fosfatasa alcalina (VEGF-R2-AP) se expresa en células NIH 3T3
transfectadas de forma estable y se purifica a partir de sobrenadante de células de cultivo por cromatografia de
afinidad como se describe (Lu, D. y cols. J. Biol. Chem. 275: 14321-14330 (2000)). La proteina de condensacion
VEGF-R1-Fc se adquiere de R&D Systems (Mineapolis, MN). VEGF-R2-AP se reviste en tubos Maxisorp Star a una
concentracion de 10 mg/ml y subsiguientemente, los tubos se bloquean con leche al 3 %/PBS segun se describe en el
documento WO 003211 y Lu, D. y cols. Cancer Res. 61: 7002-7008 (2001). La biblioteca de fagos usada por seleccion
de fragmentos de anticuerpos scFv especificos para VEGF-R2 contiene una cadena ligera individual y se diversifica en
la cadena pesada como se describe en el Ejemplo 7 anterior. La seleccion de fagos se lleva a cabo segun se describe
en los ejemplos anteriores. La especificidad de los fragmentos de anticuerpos de scFv seleccionados se determina en
ELISA con 10 mg/ml de VEGF- R2-AP revistiendo placas de 96 pocillos Maxisorp y las etapas de unién de scFv, lavado
y deteccion son segun se describen en los ejemplos anteriores. Como un control para union del resto AP, se somete a
ensayo scFv para union a proteinas de fusion de AP control tales como ELF2-AP (GenHunter Corp, Nashville, Tn). La
seleccion de union de fagos al VEGF-R1 se lleva a cabo revistiendo tubos Maxisorp Star con 10 mg/ml de VEGF-R1-Fc
y llevando a cabo rondas de seleccidn anteriores segun se describen en los ejemplos anteriores. La especificidad de
los scFv seleccionados se analiza en ELISA con 10 mg/ml de VEGF-R1-Fc revestidos a placas de 96 pocillos. Como
un control uniendo a la parte Fc VEGF-R1-Fc, las placas se revisten con la proteina de fusiéon de Fc rhsThy-1:Fc
(numero de producto ALX-203-004, Alexis Biochemicals, Lausen, Suiza).

Las regiones de VH de anticuerpos monoclonales individuales y la region VL individual se clonan en el vector de
expresion eucaridtica para fragmentos de anticuerpos monoclonales humanos como se describe en el Ejemplo 10 y se
introducen subsiguientemente en células eucariotas CHO por transfeccion. Para cada transfeccion, los plasmidos que
codifican 2 o mas regiones VH diferentes se mezclan en diversas proporciones y se usan a una concentracion de 1-10
mg/ml. Los clones que segregan anticuerpos humanos se generan esencialmente como se describe en el Ejemplo 10
y los sobrenadantes se someten a seguimiento por anticuerpos especificos de VEGF-R1 y VEGF-R2 con un ELISA en
placas de 96 pocillos revestidas con VEGF-RI-Fc y VEGF-R2-AP como se describe en el parrafo anterior y usando
anticuerpos secundarios que se unen especificamente a los anticuerpos humanos. Los sobrenadantes de anticuerpos
que segregan clones para ambos receptores se usan determinando la actividad biolégica de las mezclas en ensayos
de bloqueo de VEGR-R1 y VEGF-R2 y en ensayos de migracion antimitética y de leucemia.

Se llevan a cabo ensayos de bloqueo de VEGR-R1 y de VEGF-R2 como se describe (Zhu, Z. y cols. Cancer Res. 58:
3209-14 (1998), Lu, D. y cols. J Immunol Methods, 230: 159-71 (1999). Los ensayos antimitético y de migracion de
leucemia se llevan a cabo como se describe en el documento WO 04003211A1. Midiendo si estas mezclas de
anticuerpo compiten con VEGF para unidon a estos receptores, se llevan a cabo ensayos que miden el nivel de
inhibicién inducida por anticuerpos de efectos asociados con VEGF. Por ejemplo el efecto del coctel de anticuerpos en
células endoteliales inducidas por VEGF se mide usando un ensayo de incorporacion de timidina. Se han descrito
numerosos ensayos in vitro e in vivo midiendo el efecto de los ligandos que interfieren con la interaccion
VEGF-receptor de VEGF. Algunos ensayos adecuados se describen en Gerbert y cols., J Biol. Chem. 1998, 273:
30336 (ensayo de supervivencia celular, apoptosis celular endotelial, ensayo de fosforilacion de Akt, como en pagina
30337); en Mendel y cols., Clin. Cancer Res. 2000, 6: 4848-4858 (modelos de xenotransplante subcutaneo en ratones
atimicos, expresion de superficie de KDR, ensayo de unién de 125 VEGF y ensayo de cinasa receptora de Flk-1, como
en paginas 4849-4850). Estos y otros ensayos adecuados se revisan en Auerbach y cols., 2003, Clin. Chemistry 49 (1):
32-40.

Listados de secuencias:

SEC. ID. N.°: 1: SECUENCIA DE NUCLEOTIDOS DE CADENA PESADA DEL HIBRIDOMA JA.
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1 ATGGAGTTTG GGCTGAGCTG GCTTTTTCTT GTGGCTATTT TAAAAGGTGT CCAGTGTGAG
61 GTGCAGCTGT TGGAGTCTGG GGGAGGCTTG GTACAGCCTG GGGGGTCCCT GAGACTCTCC

121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381

TGTGCAGCCT
GGGAAGGGGC
GACTCCGTGA
CAAATGAACA
GTTACTATGA
ACCGTCTCCT
AGCACCTCTG
GTGACGGTGT
CTACAGTCCT
GGCACCCAGA
AGAGTTGAGC
CTCCTGGGGG
TCCCGGACCC
AAGTTCAACT
GAGCAGTACA
CTGAATGGCA
ARRACCATCT
TCCCGGGAGG
CCCAGCGACA
ACGCCTCCCG
AAGAGCAGGT
AACCACTACA

CTGGATTCAC
TGGAGTGGGT
AGGGCCGGTT
GCCTGAGAGC
TAGTTGTACT
CCGCCTCCAC
GGGGCACAGC
CGTGGAACTC
CAGGACTCTA
CCTACATCTG
CCAAATCTTG
GACCGTCAGT
CTGAGGTCAC
GGTACGTGGA
ACAGCACGTA
AGGAGTACAA
CCAAAGCCAA
AGATGACCAA
TCGCCGTGGA
TGCTGGACTC
GGCAGCAGGG
CGCAGAAGAG

CTTTAGCAAC
CTCAGCTATT
CACCATCTCC
CGAGGACACG
TAATGGAGGC
CAAGGGCCCA
GGCCCTGGGC
AGGCGCCCTG
CTCCCTCAGC
CAACGTGAAT
TGACRARACT
CTTCCTCTTC
ATGCGTGGTG
CGGCGTGGAG
CCGTGTGGTC
GTGCAAGGTC
AGGGCAGCCC
GAACCAGGTC
GTGGGAGAGC
CGACGGCTCC
GAACGTCTTC
CCTCTCCCTG

TATGCCATGA
AGTGCTAGTG
AGAGACAATT
GCCGTATATT
TTTGACTACT
TCGGTCTTCC
TGCCTGGTCA
ACCAGCGGCG
AGCGTGGTGA
CACAAGCCCA
CACACATGCC
CCCCCARAAC
GTGGACGTGA
GTGCATAATG
AGCGTCCTCA
TCCAACAAAG
CGAGAACCAC
AGCCTGACCT
ARTGGGCAGC
TTCTTCCTCT
TCATGCTCCG
TCCCCGGGTA

GCTGGGTCCG
GTCATAGCAC
CCAAGAACAC
ACTGTGCGAA
GGGGCCAGGG
CCCTGGCACC
AGGACTACTT
TGCACACCTT
CCGTGCCCTC
GCAACACCAA
CACCGTGCCC
CCAAGGACAC
GCCACGAAGA
CCAAGACRAA
CCGTCCTGCA

CCAGGCTCCA
ATATTTGGCA
GCTGTATCTG
AGATCGAGAG
AACCCGGGTC
CTCCTCCAAG
CCCCGAACCG
CCCGGCTGTC
CAGCAGCTTG
GGTGGACAAG
AGCACCTGAA
CCTCATGATC
CCCTGAGGTC
GCCGCGGGAG
CCAGGACTGG

CCCTCCCAGC CCCCATCGAG
AGGTGTACAC CCTGCCCCCA
GCCTGGTCAA AGGCTTCTAT
CGGAGAACAA CTACAAGACC
ATAGCAAGCT CACCGTGGAC
TGATGCATGA GGCTCTGCAC
AATGA

SEC. ID. N.°: 2: SECUENCIA DE NUCLEOTIDOS DE CADENA LIGERA DEL HIBRIDOMA JA.

1 ATGGARAGCCC CAGCTCAGCT TCTCTTCCTC CTGCTACTCT GGCTCCCAGA TACCACCGGA
61 GARATTGTGT TGACACAGTC TCCAGCCACC CTGTCTTTGT CTCCAGGGGA AAGAGCCACC

121
181
241
301
361
421
481
541
601
661

SEC.ID.N.°: 3

CTCGCCTGCA
GGCCAGGCTC
AGGTTCAGTG
GAAGATTTTG
GGGACCAAGG
TCTGATGAGC
CCCAGAGAGG
GAGAGTGTCA
CTGAGCAAAG
CTGAGCTCGC

GGGCCAGTCA
CCAGACTCCT
GCAGTGGGTC
CAGTTTATTA
TGGAATTCARA
AGTTGAAATC
CCAAAGTACA
CAGAGCAGGA
CAGACTACGA
CCGTCACARA

GACTGCTAGC
CATCTATGAT
TGGGACAGAC
CTGTCAGCAG
ACGAACTGTG
TGGAACTGCC
GTGGAAGGTG
CAGCAAGGAC
GAAACACAAR
GAGCTTCAAC

AGGTACTTAG
ACATCCAACA
TTCACTCTCT
CGTTTCRAACT
GCTGCACCAT
TCTGTTGTGT
GATAACGCCC
AGCACCTACA
GTCTACGCCT
AGGGGAGAGT

CCTGGTACCA
GGGCCACTGG
CCATCAGCAG
GGCCGTGGAC
CTGTCTTCAT
GCCTGCTGAA
TCCAATCGGG
GCCTCAGCAG

ACAGAAACCT
CATCCCAGCC
CCTGGAGCCT
GTTCGGCCAR
CTTCCCGCCA
TAACTTCTAT
TAACTCCCAG
CACCCTGACG

GCGAAGTCAC CCATCAGGGC

GTTAG

: SECUENCIA DE NUCLEOTIDOS DE CADENA PESADA DEL HIBRIDOMA JB.1.
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1 ATGGACACAC TTTGCTCCAC GCTCCTGCTG CTGACCATCC CTTCATGGGT CTTGTCCCAA
61 ATTACCTTGA AGGAGACTGG TCCTACGCTG GTGAAACCCA CACAGACCCT CACGCTGACC

121
181
241
301
361
421
481
541
601
661

721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501

SEC. ID. N.% 4:

TGCACCTTCT
CCCCCAGGAA
AGTCCATCTC
CTTACAATGA
CRTATCAGCA
TCAGCTTCCA
GGGGGCACAG
TCGTGGAACT
TCAGGACTCT
ACCTACACCT

CTCARAACCC
TGTGRCACAC
CCGTGCCCAC
CCAGCACCTG

CGGGGTTCTC
AGGCCCTGGA
TGGAGARCAG
CGAACATIGGA
GCTTCCCGTG
CCAAGGGCCC
CGGCCCTGGG
CAGGCGCCCT
ACTCCCTCAG
GCRACGTGAA

CACTTGGTGA
CTCCCCCGTG
GGTGCCCAGA
BACTCCTGGG

ACTCAGCACT
GTGGGTTACA
GGTCACCATC
CCCTTTGGAC
GTTCGATTCC
ATCGGTCTTC
CTGCCTGGTC
GACCAGCGGC
CAGCGTGGTG
TCACAAGCCC

CACRACTCAC
CCCACGGTGC
GCCCARAATCT
AGGACCGTCAR

AGTGGAGTGG
CTCATTTATT
AGGARGGACA
ACAGGCACAT
TGGGGCCAGG
CCCCTGGCGC
AAGGACTACT
GTGCACACCT
ACCGTGCCCT
AGCAACACCA

ACATGCCCAC
CCAGAGCCCA
TGTGACACAC
GTCTTCCTCT

GTGTGGGCTG
GGGATGATGA
CCTCCARAARA
ACTACTGTGC
GAACCCTGGT
CCTGCTCCAG
TCCCCGAGCC
TCCCGGCTGT
CCAGCAGCTT
AGGTGGACAA

GGTGCCCAGA
AATCTTGTGA
CTCCCCCATG
TCCCCCCRAA

GATCCGTCAG
TAAGCGTTAC
CCAGGTGGCT
GCACAGACAA
CACCGTCTCC
GAGCACCTCT
GGTGACGGTG
CCTACAGTCC
GGGCACCCAG
GAGAGTTGAG

GCCCAAATCT
CRACACCTCCC
CCCACGGTGC
ACCCAAGGAT
GAGCCACGRA

ACCCTTATGA

GACCCCGAGG
AAGCCGCGGG
CACCAGGACT
GCCCCCATCG
ACCCTGCCCC
AARGGCTTCT
RACTACAACA
CTCACCGTGG
GAGGCTCTGC

TTTCCCGGAC

TCCAGTTCAA
AGGAGCAGTT
GGCTGAACGG
AGAAAACCAT
CATCCCGGGA
ACCCCAGCGA
CCACGCCTCC
ACAAGAGCAG
ACARMCCGCTT

CCCTGAGGTC

GTGGTACGTG
CAACAGCACG
TAAGGAGTAC
CTCCAARARCC
GGAGATGACC
CATCGCCGTG
CATGCTGGAC
GTGGCAGCAG
CACGCAGARG

ACGTGCGTGG

GACGGCGTGG
TTCCGTGTGG
AAGTGCARGG
AAAGGACAGC
AAGAACCRGG
GAGTGGGAGA
TCCGACGGCT
GGGAACATCT
AGCCTCTCCC

TGGTGGACGT

AGGTGCATAA
TCAGCGTCCT
TCTCCARCAA
CCCGAGRACC
TCAGCCTGAC
GCAGCGGGCA
CCTTCTTCCT
TCTCATGCTC
TGTCTCCGGG

TGCCARGACA
CACCGTCCTG
AGCCCTCCCA
ACAGGTGTAC
CTGCCTGGTC
GCCGGAGARAC
CTACAGCRAG
CGTGATGCAT
TAARTGA

SECUENCIA DE NUCLEOTIDOS DE CADENA LIGERA DEL HIBRIDOMA JB.1.

1 ATGGCCTGGA CCGTTCTCCT CCTCGGCCTC CTCTCTCACT GCACAGGGTC TGTGACGTCC
61 TATGTGCTGA CTCAGCCACC CTCGGTGTCA GTGGCCCCAG GAAAGACGGC CAGGATTAAC

121
181
241
301
361
421
481
541
601
661

TGTGGGGGAA
GCCCCTGTAG
TCTGGTTCCA
GAGGCCGACT
ACCAAGCTGA
TCCTCTGAGG
CCGGGAGCCG
ACCACCACAC
ACGCCTGAGC
ACCGTGGAGA

ACAACATTGA
CGGTCATCTA
AATCTGGGAA
ATTACTGTCA
CCGTCCTAGG
AGCTTCARAGC
TGACAGTGGC
CCTCCAAACA
AGTGGAAGTC
AGACAGTGGC

ATATAGAAGT
TGATAATAGT
CACGGCCACC
GGTGTGGGAT
TCAGCCCARAG
CAACARAGGCC

CTGGAAGGCA

AAGCAACAAC
CCACAGAAGC

CCCTACAGAA

GTGCACTGGT
GACCGGCCCT
CTGACCATCA
ATTAGTAGTG
GCTGCCCCCT
ACACTGGTGT
GATAGCAGCC
AAGTACGCGG
TACAGCTGCC
TGTTCATAG

ACCAGCAGAA
CAGGGATCCC
GCAGGGTCGA
ATGTGGTCTT
CGGTCACTCT
GTCTCATAAG
CCGTCAAGGC
CCAGCAGCTA
AGGTCACGCA

GTCAGGCCAG
TGAGCGATTC
AGCCGGGGAT
CGGCGGAGGG
GTTCCCGCCC
TGACTTCTAC
GGGAGTGGAG
TCTGAGCCTG
TGAAGGGAGC

SEC. ID. N.°: 5: SECUENCIA DE NUCLEOTIDOS DE CADENA PESADA DEL HIBRIDOMA M57.
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1 ATGGACTGGA CCTGGAGGTT CCTCTTTGTG GTGGCAGCAG CTACAGGTGT CCAGTCCCAG
61 GTGCAGCTGG TGCAGTCTGG GGCTGAGGTG AAGAAGCCTG GGTCCTCGGT GAAGGTCTCC

121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381

TGCAAGGCTT
GGACAAGGGC
CAGAGGTTCC
GAGCTGAGCA
GATAATTCGG
CTGGTCACCG
TCCAAGAGCA
GAACCGGTGA
GCTGTCCTAC
AGCTTGGGCA
GACAAGAGAG
CCTGAACTCC
ATGATCTCCC
GAGGTCAAGT
CGGGAGGAGC
GACTGGCTGA
ATCGAGARAA
CCCcccaTcCe
TTCTATCCCA
ARGACCACGC
GTGGACAAGA
CTGCACAACC

CTGGAGGCAC
TTGAGTGGAT
AGGGCAGACT
GCCTGAGATC
GGACTTATTA
TCTCCTCAGC
CCTCTGGGGG
CGGTGTCGTG
AGTCCTCAGG
CCCAGACCTA
TTGAGCCCAA
TGGGGGGACC
GGACCCCTGA
TCAACTGGTA
AGTACAACAG
ATGGCAAGGA
CCATCTCCRA
GGGAGGAGAT
GCGACATCGC
CTCCCGTGCT
GCAGGTGGCA
ACTACACGCA

CTTCAACAGG
GGGAGGCATC
CACCATTACC
TGATGACACG
TTATTTCTCA
CTCCACCAAG
CACAGCGGCC
GAACTCAGGC
ACTCTACTCC
CATCTGCAAC
ATCTTGTGAC
GTCAGTCTTC
GGTCACATGC
CGTGGACGGC
CACGTACCGT
GTACAAGTGC
AGCCAAAGGG
GACCAAGAAC
CGTGGAGTGG
GGACTCCGAC
GCAGGGGAAC
GAAGAGCCTC

TATACTGTCA
ATCCCTATCT
GCGGACGAAT
GCCGTGTATT
GGCTGGTTCG
GGCCCATCGG
CTGGGCTGCC
GCCCTGACCA
CTCAGCAGCG
GTGAATCACA
AAAACTCACA
CTCTTCCCCC
GTGGTGGTGG
GTGGAGGTGC
GTGGTCAGCG
AAGGTCTCCA
CAGCCCCGAG
CAGGTCAGCC
GAGAGCAATG
GGCTCCTTCT
GTCTTCTCAT
TCCCTGTCCC

ACTGGGTGCG
TTGGTACAGC
CCACGAGCAC
TCTGTGCGAG
ACCCCTGGGG
TCTTCCCCCT
TGGTCRAGGA
GCGGCGTGCA
TGGTGACCGT
AGCCCAGCAA
CATGCCCACC
CRAARCCCRA
ACGTGAGCCA
ATAATGCCARA
TCCTCACCGT

ACAGGCCCCT
AAACTACGCA
AGCCTACATG
AGAGAATCTC
CCAGGGAACC
GGCACCCTCC
CTACTTCCCC
CACCTTCCCG
GCCCTCCAGC
CACCAAGGTG
GTGCCCAGCA
GGACACCCTC
CGAAGACCCT
GACAARGCCG
CCTGCACCAG

ACAAAGCCCT CccCaGCcccC
ARCCACAGGT GTACACCCTG
TGACCTGCCT GGTCAAAGGC
GGCAGCCGGA GAACAACTAC
TCCTCTATAG CAAGCTCACC
GCTCCGTGAT GCATGAGGCT
CGGGTAAATG A

SEC. ID. N.°: 6: SECUENCIA DE NUCLEOTIDOS DE CADENA LIGERA DEL HIBRIDOMA M57.

1 ATGAGTGTCC CCACCATGGC CTGGGCTCTG CTCCTCCTCA GCCTCCTCAC TCAGGGCACA
61 GGATCCTGGG CTCAGTCTGC CCTGACTCAG CCTCGCTCAG TGTCCGGGTC TCCTGGACAG

121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721

TCAGTCACCA
TGGTACCAAC
CCCTCAGGGG
ATCTCTGGGC
TACACCCCGG
GCTGCCCCCT
ACACTGGTGT
GATAGCAGCC
AAGTACGCGG
TACAGCTGCC
TGTTCATAG

TCTCCTGCAC
AACACCCAGG
TCCCTGATCG
TCCAGGCTGA
GCGTGGTTTT
CGGTCACTCT
GTCTCATAAG
CCGTCAAGGC
CCAGCAGCTA
AGGTCACGCA

TGGAACCAGC
CARAGCCCCC
CTTCTCTGGC
GGATGAGGCT
CGGCGGAGGG
GTTCCCGCCC
TGACTTCTAC
GGGAGTGGAG
CCTGAGCCTG
TGAAGGGAGC

AGTGATATTG
ARACTCATGA
TCCAAGTCTG
GATTATTACT
ACCAAGCTGA
TCCTCTGAGG
CCGGGAGCCG
ACCACCACAC
ACGCCTGAGC
ACCGTGGAGA

GTGGTTATAA
TTTATGATGC
GCAACACGGC
GCTGCTCATA
CCGTCCTAGG
AGCTTCAAGC
TGACAGTGGC
CCTCCAAACA
AGTGGAAGTC
AGACAGTGGC

CTTTGTCTCC
CACTAAGCGG
CTCCCTGACC
TGCAGGCGAC
TCAGCCCAAG
CARCAAGGCC
CTGGAAGGCA
ARGCAACAAC
CCACAGAAGC
CCCTACRGARA

SEC. ID. N.° 7: SECUENCIA DE AMINOACIDOS DE LA REGION VARIABLE DE CADENA PESADA DEL
HIBRIDOMA JA.

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTEFSNYAMSWVRQAPGKGLEWVSAISASGHSTYL
ADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKDREVTMIVVLNGGEDYWGQGTR
VTVSS

SEC. ID. N.°: 8: SECUENCIA DE AMINOACIDOS DE LA REGION VARIABLE DE CADENA LIGERA DEL
HIBRIDOMA JA.
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15

20
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EIVLTQSPATLSLSPGERATLACRASQTASRYLAWYQQKPGQAPRLLIYDTSNRATGIPA
RFSGSGSGTDEFTLSISSLEPEDFAVYYCQQRENWPWTFGQGTKVEFKRT

SEC. ID. N.° 9: SECUENCIA DE AMINOACIDOS DE LA REGION VARIABLE DE CADENA PESADA DEL
HIBRIDOMA JB.1.

QITLKETGPTLVKPTQTLTLTCTFSGFSLSTSGVGVGWIRQPPGKALEWVTLIYWDDDKR
YSPSLENRVTIRKDTSKNQVALTMTNMDPLDTGTYYCAHRQHISSFPWEFDSWGQGTLVTV
SS

SEC. ID. N.°: 10: SECUENCIA DE AMINOACIDOS DE LA REGION VARIABLE DE CADENA LIGERA DEL
HIBRIDOMA JB.1.

SYVLTQPPSVSVAPGKTARINCGGNNIEYRSVHWYQQKSGQAPVAVIYDNSDRPSGIPER
FSGSKSGNTATLTISRVEAGDEADYYCQVWDISSDVVEGGGTKLTVL

SEC. ID. N.°0 11: SECUENCIA DE AMINOACIDOS DE LA REGION VARIABLE DE CADENA PESADA DEL
HIBRIDOMA M57.

QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTEFNRYTVNWVRQAPGQGLEWMGGIIPIFGTANY
AQRFQGRLTITADESTSTAYMELSSLRSDDTAVYFCARENLDNSGTYYYFSGWFDPWGQG
TLVTVSS

SEC. ID. N.°: 12: SECUENCIA DE AMINOACIDOS DE LA REGION VARIABLE DE CADENA LIGERA DEL
HIBRIDOMA M57.

QSALTQPRSVSGSPGQSVTISCTGTSSDIGGYNFVSWYQQHPGKAPKLMIYDATKRPSGY
PDRFSGSKSGNTASLTISGLQAEDEADYYCCSYAGDYTPGVVFGGGTKLTVL

SEC. ID. N.°: 13: VHEXPRESS CON EL PROMOTOR CMV.
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GTGGCCACCA
GGETTAACAG
TGCCTTTCTC
CTCCTCAGGT
CTGRACCTCG
CACARCCGCGG
CCCCCTGGCA
CABGGACTAC
CGTCCACACC
GACCGTGCCC
CAGCAACACC
TGCTGGAAGC
AGGGTAGCAR
TGCTCAGGGA
CCCCTAACCC
ATATCCGGGA
CTCAGCTCGG
AGCCCARRTC
CCTCGCCCTC
CCCCAGCCGE
GGACCGTCAG
CCTGAGGTCA
TCGGTACGTGEG
ARCAGCACGT
ADAGGAGTACA
TCCAAAGCCA
CCCACCCTCT
AGARCCACAG
CCTGACCTGC
TGGGCAGCCE
CTTCCTCTAC
ATGCTCCGTS
TCCGGGARAR
CATCTGTTGT
TCCTTTCCTA
TCGEGEEETGEE
CTGGGGATGG
GGTATCCCCA
GCGTGACCGC
TTCTCGCCAC
TCCGATTTAG
GTAGTGGGCC
TTAATAGTGG
TTGATTTATA
ARAARTTTAA
AGGCTCCCCA
GIGGAAARGTC
CAGCRACCAT
CCCATTCTCC
CTGCCTCTGA
ARAAGCTCCC
CGCTTGGGETE
TGCCGCCGTG
GTCCEGTGCC
GEGGCETTCCT
ATTGGGCGAA
ATCCATCATG
CGACCACCAR
CGATCAGGAT
GCTCBAGGCG
GCCGARATATC
TGTGGCGGAC

TGGGATGGAG
TAGCAGGCTT
TCCACAGGCG
GAGTCCTGTC
CGGACAGTTA
TCACATGGCA
CCCTCCTCCA
TTCCCCGAAC
TTCCCGGCTG
TCCAGCAGCT
ARAGGTGGACA
CAGGCTCAGC
GGCAGGLCCCC
GRAGGGTCTIC
AGGCCCTGCA
GGACCCTGCC
ACACCTTCTC
TTGTGACARA
CAGCTCARAGG
GTGCTGACAC
TCTTCCTCTET
CATGCGTGGET
ACGGCGTGGA
ACCGTGTGGT
AGTGCAAGGT
ARGGTGGGAC
GCCCTGAGAG
GTGTACACCC
CTGGTCAARAG
GAGARCAACT
AGCAAGCTCA
ATGCATGAGG
TAATCTAGAR
TTGCCCCTCC
ATAAAATGAG
GGTGGGGECAG
CCCEGGCTCT
CGCGCCCTGT
TACACTTGCC
GTTCGCCGGC
TGCTTTACGG
ATCGCCCTGA
ACTCTTGTTC
AGGGATTTTG
CGCGAATTAA
GGCAGGCAGA
CCCAGGCTCC
AGTCCCGECCC
GCCCCTAGGC
GCTATTCCAG
GGGAGGTCCA
GAGAGGCTAT
TTCCGGCTGT
CTGAATGAAC
TGCGCAGCTG
GTGCCGGGGT
GCTGATGCAA
GCGAARCATC
GATCTGGACG
CGTATGCCCG
ATGGTGGAAR
CGCTATCAGE

ES 2408 582 T3

CTGTATCATC
GAGGTCTGGA
CGCACTCCCA
GACGGATCCA
AGAACCCASGG
CCACCTCTCT
AGAGCACCTC
CGGETGACGET
TCCTACAGTC
TGGGCACCCA
AGRAAGTTGG
GCTCCTGCCT
GTCTGCCTCT
TGGCTTTITC
CACBARGGGG
CCTGACCTAA
TCCTCCCAGR
ACTCARCACAT
CGGGACAGGT
GTCCACCTCC
CCCCCCAAARR
GGTGGACGTG
GGTGCATAAT
CAGCGTCCTC
CTCCAACAAR
CCGTGGGGTG
TGACCGCTGT
TGCCCCCATC
GCTTCTATCC
ACAAGACCAC
CCGTGGACAR
CTCTGCACAA
GCTCGCTGAT
CCCGETGCCTT
GARATTGCAT
GACAGCARGG
ATGGCTTCTG
AGCGGCGCAT
AGCGCCCTAG
TTTCCCCGTC
CACCTCGACC
TAGACGGTTT
CAARCTGGAA
GGGATTTCGE
TTCTGTGGAA
AGTATGCARA
CCAGCAGGCA
CTAACTCCGC
TGACTAATTT
ARGTAGTGAG
CRATGATTGA
TCGGCTATGA
CRGCGCAGGEE
TCCAGGACGA
TGCTCGACGT
AGGATCTCCT
TGCGGCGECT
GCATCGAGCG
ARGAGCATCA
DACGGCGAGGA
ATGGCCGCTT
ACATAGCGTT

CTCTTCTTGG
CATATATATG
GGTCCAACTG
CCCRATGCCC
GGCCTCTGCG
TGCAGCCTCC
TGGGGGCACA
GTCGTGGRAC
CTCAGGACTC
GACCTACATC
TGAGAGGCCA
GGACGCATCC
TCACCCGGAG
CCCAGGCTCT
CAGGTGCTGG
GCCCARCCCCA
TTCCAGTAAC
GCCCACCGTG
GCCCTAGGGT
ATCTCTTCCT
CCCARGEACA
AGCCACGRAG
GCCARGACAA
ACCGTCCTGC
GCCCTCCCAG
CGAGGGCCAC
ACCARCCTCT
CCGGGATGAG
CAGCGACATC
GCCTCCCGTG
GAGCAGETGG
CCACTACACG
CAGCCTCGAC
CCTTGACCCT
CGCATTGTCT
GGGAGGATTG
AGGCGGARAG
TARGCGCGGC
CGCCCECTCC
ARGCTCTAARA
CCRAAAARCT
TTCGCCCTTT
CAACACTCAA
CCTATTGGTT
TETGTGTCAG
GCATGCATCT
GAAGTATGCA
CCATCCCGCC
TTTTTATTTA
GAGGCTTTITT
ACBAGATGGA
CTGGGCACRA
GCGCCCGETT
GGCAGCGCGG
TETCACTGAA
GTCATCTCAC
GCATACGCTT
AGCACGTACT
GGGGCTCECG
TCTCGTCGTG
TTCTGGATTC
GGCTACCCGT

59

TAGCARACAGC
GGTGACRATG
CAGGAGAGLG
ATGAGCCCAG
CCCTGGGCCT
ACCAAGGGCC
GCGGCCCTGG
TCAGGCGCCC
TACTCCCTCA
TGCAACGTGA
GCACAGGGAG
CGGCTATGCA
GCCTCTGCCC
GGGCAGGCAC
GCTCAGACCT
ARGGCCAARC
TCCCAATCTT
CCCAGGTAAG
AGCCTGCATC
CAGCACCTGA
CCCTCATGAT
ACCCTGAGGT
AGCCGCGGGA
ACCAGGACTG
CCCCCATCGA
ATGGACAGAG
GTCCCTACAG
CTGACCRAGA
GCCGTGGAGT
CTGGACTCCG
CAGCAGGGGA
CAGRAGAGCC
TGTGCCTTCT
GGAAGGTGCC
GAGTAGGTGT
GGAAGACAAT
ARCCRAGCTGG
GGGETGTGGTG
TTTCGCTTTC
TCGGGECATC
TGATTAGGGET
GACGTTGGAG
CCCTATCTCG
ARAADATGAG
TTAGGGETGTG
CAATTAGTCA
ARGCATGCAT
CCTAACTCCG
TGCAGAGGCC
TGGAGGCCTA
TTGCACGCAG
CAGACAATCG
CTTTTTGTCR
CTATCGTGGC
GCGGGAAGGG
CTTGCTCCTG
GATCCGGCTA
CGGATGGAAG
CCAGCCGRAAC
ACTCATGGCG
ATCGACTGTG
GATATTGCTG

TACAGGTAAG
ACATCCACTT
GGGTCACCGT
ACACTGGACG
AGCTCTGTCC
CATCGGTCTT
GCTGCCTGGT
TGACCAGCGG
GCAGCGTAGT
ATCACAAGCC
GGAGGGTGTC
GCCCCAGTCC
GCCCCACTCA
AGGCTAGGTG
GCCAAGRAGCC
TCTCCACTCC
CTCTCTCCAG
CCAGCCCAGG
CAGGGACAGG
ACTCCTGGGG
CTCCCGGACC
CAAGTTCAAC
GGAGCAGTAC
GCTGARATGGC
GRAAACCATC
GCCGGCTCGE
GGCAGCCCCH
ACCAGGTCAG
GGGAGAGCAA
ACGGCTCCTT
ACGTCTTCTC
TCTCCTTAAG
AGTTGCCAGC
ACTCCCACTG
CATTCTATTC
AGCAGGCATG
GGCTCTAGGG
GTTACGCGCA
TTCCCTTCCT
CCTTTAGGGT
GATGGTTCAC
TCCACGTTCT
GTCTATTCTT
CTGATTTAAC
GRAAAGTCCCC
GCAACCAGGT
CTCAATTAGT
CCCAGTTCCG
GAGGCCGCCT
GGCTTTTGCA
GTTCTCCGGC
GCTGCTCTGA
AGACCGACCT
TGGCCACGAC
ACTGGCTGCT
CCGAGAAAGT
CCTGCCCATT
CCGGTCTTGT
TGTTCGCCAG
ATGCCTGCTT
GCCGGCTGEGE

ARGAGCTTGG



SEC. ID. N.°:

CGGCGAATGG
CATCGCCTTC
ACCGACCAAG
GAAAGGTTGG
GATCTCATGC
AAMTARRGCA
TGTGGTTTGT
TCCTCGCTCA
TCAAAGGCGG
GCAAAAGGCC
AGGCTCCGCC
CCGACAGGAC
GTTCCGRCCC
CTTTCTCAAT
GGCTGTGTGC
CTTGAGTCCA
ATTAGCAGAG
GGCTACACTA
ARRAAGAGTTG
GTTTGCARGC
TCTACGGGGT
TTATCARRAR
TAAAGTATAT
ATCTCAGCGA
ACTACGATAC
CGCTCACCGG
AGTGGTCCTG
GTAAGTAGTT
GTGTCACGCT
GTTACATGAT
GTCAGARGTA
CTTACTGTCA
TTCTGAGAAT
ACCGCGCCAC
RAACTCTCAA
AACTGATCTT
CAARRTGCCG
CTTTTTCAAT
GAATGTATTT
CCTGACGTCA
GTTATTAATA
TTACATAACT
CGTCAATAAT
GGGTGGACTA
GTACGCCCCC
TGACCTTATG
TAGTGATGCG
TTCCAAGTCT
ACTTTCCAAA
GGTGGGAGGT

GCTGACCGCT
TATCGCCTTC
CGACGCCCAA
GCTTCGGAAT
TGGAGTTCTT
ATAGCATCAC
CCAAACTCAT
CTGACTCGCT
TAATACGGTT
AGCAAAAGGC
CCCCTGACGA
TATRARGATA
TGCCGCTTAC
GCTCACGCTG
ACGARACCCCC
ACCCGGTAAG
CGAGGTATGT
GAAGGACAGT
GTAGCTCTTG
AGCAGATTAC
CTGACGCTCA
GGATCTTCAC
ATGAGTAAAC
TCTGTCTATT
GGGAGGGCTT
CTCCRGATTT
CAACTTTATC
CGCCAGTTAA
CGTCGTTTGG
CCCCCATGTT
AGTTGGCCGC
TGCCATCCGT
AGTGTATGCG
ATAGCAGAAC
GGATCTTACC
CAGCATCTTT
CARRARAGGG
ATTATTGAAG
AGARARATAR
GATCGACGGA
GTARTCAATT
TACGGTAAAT
GACGTATGTT
TTTACGGTAR
TATTGACGTC
GGACTTTCCT
GTTTTGGCAG
CCACCCCATT
ATGTCGTARC
CTATATAAGC

ES 2 408

TCCTCGTGCT
TTGACGAGTT
CCTGCCATCA
CGTTTTCCGG
CGCCCACCCC
AARTTTCACA
CARATGTATCT
GCGCTCGGTC
ATCCACAGRA
CAGGAACCGT
GCATCACAAA
CCAGGCGTTT
CGGATACCIG
TAGGTATCTC
CGTTCAGCCC
ACACGACTTA
AGGCGGTGCT
ATTTGGTATC
ATCCGGCAAA
GCGCAGARAAA
GTGGAACGAR
CTAGATCCTT
TTGGTCTGAC
TCGTTCATCC
ACCATCTGGC
ATCAGCARATA
CGCCTCCATC
TAGTTTGCGC
TATGGCTTCA
GTGCAARAAR
AGTGTTATCA
AAGATGCTTT
GCGACCGAGT
TTTAARAGTG
GCTGTTGAGA
TACTTTCACC
AATARGGGCSE
CATTTATCAG
ACBAARATAGGG
TCGGGAGATC
ACGGGGTCAT
GGCCCGLCTG
CCCATAGTRA
ACTGCCCACT
AATGACGGTA
ACTTGGCAGT
TACATCAATG
GACGTCAATG
ARCTCCGCCC
AGAGCTTTCT

582 T3

TTACGGTATC
CTTCTGAGCG
CGAGATTTCG
GACGCCGGCT
AACTTGTTTA
BATAARGCAT
TATCATGTCT
GTTCGGCTGC
TCAGGGGATA
ARAAAGGCCG
AATCGACGCT
CCCCCTGGAA
TCCGCCTTTC
AGTTCGGTGT
GACCGCTGCG
TCGECCACTGG
ACAGAGTICT
TGCGCTCTGC
CAAACCACCG
ADAGGATCTC
ADCTCACGTIT
TTAAATTARA
AGTTACCAAT
ATAGTTGCCT
CCCAGTGCTG
AACCAGCCAG
CAGTCTATTA
ARCGTTGTITG
TTCAGCTCCG
GCGGTTAGCT
CTCATGGTTA
TCTGTGACTG
TGCTCTTGCC
CTCATCATTG
TCCAGTTCGA
AGCGTTTCTG
ACACGGABDAT
GGTTATTGTC
GTTCCGECGCA
AGGTACCGAA
TAGTTCATAG
GCTGACCGCC
CGCCAATAGG
TGGCAGTACA
AATGGCCCGC
ACATCTACGT
GGCGTGGATA
GGAGTTTGTT
CATTGACGCA
GGCTAACTAG

GCCGCTCCCG
GGACTCTGGG
ATTCCACCGC
GGATGATCCT
TTGCAGCTTA
TTTTTTCACT
GTATACCGGA
GGCGAGCGET
ACGCAGGAAR
CGTTGCTGGC
CAAGTCAGAG
GCTCCCTCGT
TCCCTTCGGG
AGGTCGTTCG
CCTTATCCGG
CAGCAGCCAC
TGAAGTGGTG
TGAAGCCAGT
CTGGTAGCGG
AAGAAGATCC
AAGGGATTTT
LATGARGTTT
GCTTAATCAG
GACTCCCCGT
CAATGATACC
CCGGAAGGGC
ATTGTTGCCG
CCATTGCTAC
GTTCCCAACG
CCTTCGGTCC
TGGCAGCACT
GTGAGTACTC
CGGCGTCAAT
GAARACGTTC
TGTAACCCAC
GGTGAGCAAA
GTTGAATACT
TCATGAGCGG
CATTTCCCCG
TTCACATTGA
CCCATATATG
CAACGACCCC
GACTTTCCAT
TCAARGTGTAT
CTGGCATTAT
GTTAGTCATC
GCGGTTTGAC
TTGGCACCAR
AATGGGCGGT
AGRACCCACT

14: VH-N, SECUENCIA CODIFICANTE BASADA EN DP-47.

GAGGTGCAGC
TCCTGTGCAG
CCAGGGARAGG
GCAGACTCCG
CTGCARATGA
GCAGTCTACT

TGTTGGAGTC
CCTCTGGATT
GGCTGGAGTG

ACAGCCTGAG
GGGGCCAGGG

TGGGGGAGGC TTGGTACAGC CTGGGGGGTC
CACCTTTAGC AGCTATGCCA TGAGCTGGGT
GGTCTCAGCT ATTAGTGGTA GTGGTGGTAG
TGAAGGGCCG GTTCACCATC TCCAGAGACA ATTCCAAGAA
AGCCGAGGAC ACGGCCGTAT ATTACTGTGC
AACCCTGGTC ACCGTCTCCT

BTTCGCAGCG
GTTCGAAATG
CGCCTTCTAT
CCAGCGCGGG
TAATGGTTAC
GCATTCTAGT
TCTTTCCGCT
ATCAGCTCAC
GAACATGTGA
GTTTTTCCAT
GTGGCGARAAC
GCGCTCTCCT
AAGCGTGGCG
CTCCAAGCTG
TAACTATCGT
TGGTAACAGG
GCCTAACTAC
TACCTTCGGA
TGGTTTTTTT
TTTGATCTTT
GGTCATGAGA
TARATCAATC
TGAGGCACCT
CGTGTAGATA
GCGAGACCCA
CGAGCGCAGA
GGAAGCTAGA
AGGCATCGTG
ATCAAGGCGA
TCCGATCGTT
GCATAATTCT
AACCARGTCA
ACGGGATAAT
TTCGCGGGCGEA
TCGTGCACCC
AACAGGAAGG
CATACTCTTC
ATACATATTT
AAAAGTGCCA
TTATTGAGTA
GAGTTCCGCG
CGCCCATTGA
TGACGTCARAT
CATATGCCAR
GCCCAGTACA
GCTATTACCA
TCACGGGGAT
ARTCAACGGG
AGGCGTGTAC
GCTTACTGGEC

CCTGAGACTC
CCGCCAGGCT
CACATACTAC
CACGCTGTAT
GAAAGGCGGT

SEC. ID. N.°: 15: ELEMENTO ANTI-REPRESOR 40 (NUMERO DE ACCESO AY190756).
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10

GATCAAGAARA GCACTCCGGG
GCTGATGAGC AGTGAGTGTC
ACTTCTAGCC AGTGTGACGA GAGGCTGGAG TCAGGTCTCT
CCTTAGATCT CCCAGTCTTA

CACACCCAGT
AATACTTTGC
ATATGGATAT
GTCTTCATGC
TTTTTGARAC
AGGCTCACCC
ATGTGTATTA
CTATAATTTC
ACAATTGTAT
TTTCTGGATG
TTGACCACAT
TTAACATATC
TACGTATTTA
TACATTAGAT

AACAGTTCTG
AACCAGGTAG
GCATCTTCTT
GAARCTTGGTA
CAGTGGGTGA
ACGGCATCAG
GTGGAGATGC
TTAAGTGCTT
ATTCATGGAA
GAAGACAAAC
GACCTTAAGG
TACCATCGTA
ACAAAACTCC
c

TTAATTAARRA
TTTAGTTGTT
CCTGTCCGCC
TACTGCTGTA
GGCATCCTTC
TTTCACTCTG
ATTCTATACT
TGTGGCTGCA
TGCCTCTGTT
GGTGGATAAC
GGACAGCACC
CAAAGTCTAC
CAACAGGGGA

TTCTATTTCA
CCTTTCTATT
TCTGTGGGCG
GCCTGGTATC
CTCTAATCTG
ACCATCAGCA
ACTCCTCCCA
CCATCTGTCT
GTGTGCCTGC
GCCCTCCAAT
TACAGCCTCA
GCCTGCGAAG
GAGTGTTAAT

ES 2 408

CTCCAGRAGG
TTGAGTAGTG

TGCGGTGTGC

GGATCTATGG
AGAAGTTTGG
TTGAAAATGT
TCCTGTTTCC
GARAAGACACC
ACTARAGGCA
AGCCTGTGCT
TGAATGTTCA
TATTTTGGAA
TTTTCTTCTT
ATACATATAG
CATAGTTACA
TARAGACAAT

AGGAGACAGT
CTCACAGTGC
ATAGGGTCAC
AACAGAAACC
GAGTCCCTTC
GTCTGCAGCC
CGTTCGGACA
TCATCTTCCC
TGAATAACTT
CGGGTAACTC
GCAGCACCCT
TCACCCATCA
AAGAATTC

582 T3

AGCCTTCCAG
TTCAGGGCAG

CCATTCGCTT

GAGTAGCTTC
AGTGAAGGTT
TAAAGTAAAT
ATCCCAGCCT
TGGTCAGGAA
AACAAGGACT
CTGCAGACAG
AGTAGAAAGT
CGGAATACCA
TAAAATAAAT
ACAGTAAACT
TTTTTTTGTG
ACATTTTTAT

GCCAGCTTTG
CATGTTACCA
AGAGAGTTGA
TGTGTCTGCA

CTTAGTGAGC
TTGTTCTTCG
TACCTCTCTT
TCTATAACCC
CGCGGACCAC
CTGTATAAAG
GGAGTCACAC
CTAACATTAA
AAAAATGGCA
TTTATTTTAT
GGTTACTACA
TGACAGGAAC
TAACTATAGC

SEC. ID. N.°: 16: INSERTO PACI-ECORI QUE CONTENIE VLCL EN P2 FAB-HER2.

AGCATAAGCT
TTCATGCTTG
GCAGCTCCAG
GTCCCCTGGC

TTTCCCTTCA
TTTCTTCACA
TTCAGATACT
AGTAACATCT
AGGACAACTC
TACCGGTGGC
AGACACTTTT
ATTTGATTGA
ATAGTGGTTC
ATATTTGAGG
GTGAAGCAAA
AGCTAAAATC
CCTCATGATG

CATAATGAAA
AGATATCCAG
TATCACCTGC
AGGAAAAGCT
TCGCTTCTCT
GGAAGACTTC
GGGTACCAAG
GCCATCTGAT
CTATCCCAGA
CCAGGAGAGT
GACGCTGAGC
GGGCCTGAGT

61

AAATTATTAT
ATGACCCAGT
CGTGCCAGTC
CCGARACTAC
GGATCCAGAT
GCAACTTATT
GTGGAGATCA
GAGCAGTTGA
GAGGCCAAAG
GTCACAGAGC
ARAGCAGACT
TCACCGGTGA

SEC. ID. N.°: 17: INSERTO HINDII-NOTI QUE CONTIENE DOS VHCH1 EN P2FAB-HER2.

TCGCAATTCC
CCCCGAGCTC
AGGATGTGAG
TGATTTACTC
CTGGGACGGA
ACTGTCAGCA
AACGTGGAAC
AATCTGGAAC
TACAGTGGAA
AGGACAGCAA
ACGAGAAACA
CAAAGAGCTT



AAGCTTTGGA
CGCTGGATTG
TGGCGGTGGC
CAACATTAAR
GGTTGCAAGG
TTTCACTATA
TGCTGAGGAC
GGACGTGTGG
GGTCTTCCCC
CCTGGTCAAG
CAGCGGCGTC
CGTAGTGACC
CAAGCCCAGC
ACARAAACTC
ATAAGGCGCG
TTCCTTTAGT
GTGGCCTGGT
TCACAGACTA
CAGACGTGAA
CTCTGAGCGT
AGGACACTGC

GGGGTCAAGG
CCCTGGCACC
AGGACTACTT
TCCACACCTT

GCCTTTTTTT
TTATTACTCG
CTGGTGCAGC
GACACCTATA
ATTTATCCTA
AGCGCAGACA
ACTGCCGTCT
GGTCAAGGAA
CTGGCACCCT
GACTACTTCC
CACACCTTCC
GTGCCCTCCA
RAACACCAAGG
ATCTCAGAAG
CCAATTCTAT
TGTTCCTTTC
GCAGCCAGGG
TACCATGGAC
CCCAAACTCT
AGACAGATCC
CGTCTATTAT

AACCCTGGTC
CTCCTCCAAG
CCCCGAACCG
CCCGGCTGTC

ES 2 408

TGGAGATTTT
CGGCCCAGCC
CAGGGGGCTC
TACACTGGGT
CGRATGGTTA
CATCCAAAAR
ATTATTGTTC
CCCTGGTCAC
CCTICCAAGAG
CCGAACCGGT
CGGCTGTCCT
GCAGCTTGGG
TGGACAAGAA
AGGATCTGAA
TTCAAGGAGA
TATTCTCACA
GGCTCACTCC
TGGGTGCGTC
GGGGGCTCTA
AADAACACAC
TGTGCTAGAA

ACCGTCTCAA
AGCACCTCTG
GTGACGGTGT
CTACAGTCCT

582 T3

CAACATGAAA
GGCCATGGCC
ACTCCGTTTG
GCGTCAGGCC
TACTAGATAT
CACAGCCTAC
TAGATGGGGA
CGTCTCAAGC
CACCTCTGGG
GACGGTGTCG
ACAGTCCTCA
CACCCAGACC
AGTTGAGCCC
TGACGCCGCA
CAGTCATAAT
GTGCAGAGGT
GTTTGTCCTG
AGGCCCCGGG
TCTACAACCA
TGTACCTGCA
ACCTGGGACC

GCGCCTCCAC
GGGGCACAGC
CGTGGAACTC
CAGGACTCTA

CCGTGCCCTC CAGCAGCTTG GGCACCCAGA CCTACATCTG
GCAACACCAA GGTGGACAAG AAAGTTGAGC CCRAATCTTG

62

TACCTATTGC
GAGGTTCAGC
TCCTGTGCRAG
CCGGGTAAGG
GCCGATAGCG
CTGCAGATGA
GGGGACGGCT
GCCTCCACCA
GGCACAGCGG
TGGAACTCAG
GGACTCTACT
TACATCTGCA
AAATCTTGTG
CACCATCATC
GAAAAAATTA
TCAGCTGGTG
TGCAGCTTCT
TAAGGGCCTG
GCGCTITCAAG
GATGAACAGC
CTCTTTCTAC

CRAAGGGCCCA
GGCCCTGGGC
AGGCGCCCTG
CTCCCTCAGC

CTACGGCAGC
TGGTGGAGTC
CTTCTGGCTT
GCCTGGAATG
TCAAGGGCCG
ACAGCCTGCG
TCTATGCTAT
AGGGCCCATC
CCCTGGGCTG
GCGCCCTGAC
CCCTCAGCAG
ACGTGAATCA
CGGCAGCAGA
ATCACCATTA
TTATTCGCAA
GAGTCTGGCG
GGCTTCACCT
GAATGGGTTG
GGTCGTTTCA
CTGCGTGCTG
TTCGATTACT

TCGGTCTTCC
TGCCTGGTCA
ACCAGCGGCG
AGCGTAGTGA

CAACGTGRAT CACAAGCCCA

TGCGGCCGC
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para producir una mezcla que comprende al menos dos anticuerpos diferentes y/o dos
fragmentos de anticuerpos diferentes, en el que al menos dos anticuerpos y/o fragmentos comprenden regiones
variables emparejadas y diferentes especificidades de unién, comprendiendo dicho procedimiento

(a) poner en contacto al menos tres regiones variables diferentes derivadas de cadenas pesadas y cadenas
ligeras de inmunoglobulinas dentro de una célula en condiciones que permiten el emparejamiento de regiones
variables;

(i) en el que al menos una de dichas regiones variables es una regién variable de cadena ligera
compatible de emparejamiento; y

(ii) en el que se influye sobre la composicion de la mezcla manipulando uno cualquiera de los parametros
que afectan el nivel de expresion de las regiones variables logrado en la célula; y

(b) cosechar todos los anticuerpos y/o fragmentos de anticuerpos que tienen especificidades de union
resultantes del citado emparejamiento.

2. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que los niveles de expresion estan afectados por
elementos de control tales como promotores, potenciadores, aisladores y antirrepresores.

3. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, en el que todas las regiones variables las
producen una o mas secuencias de acidos nucleicos que codifican estas regiones variables.

4. Un procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en el que la composicién de la
mezcla esta influenciada por la expresion controlada de dichas regiones variables.

5. Un procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la mezcla
comprende una mezcla de diferentes anticuerpos monoespecificos y biespecificos y/o fragmentos de anticuerpos en
una proporcién dada particular.

6. Un procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que dicha region
variable de cadena ligera de emparejamiento no contribuye significativamente a la especificidad de unién resultante
del anticuerpo resultante y/o del fragmento de anticuerpo resultante.

7. Un procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores para producir una composicion
que comprende al menos tres anticuerpos y/o fragmentos de anticuerpo que tienen diferentes especificidades de
union.

8. Un procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que al menos dos
regiones variables diferentes se expresan a partir de uno o mas acidos nucleicos que codifican estas regiones
variables, en donde la expresion de dichas regiones variables diferentes estd sometida a la direccion de diferentes
elementos de control.

9. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 8, en el que dichos elementos de control diferentes conducen a
una expresion diferencial.

10. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 9, en el que dicha expresioén diferencial es diferente en niveles
de expresion y/o tiempo de expresion.

11. Un procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que las regiones
variables compatibles de emparejamiento que comprenden una region variable de cadena ligera compatible de
emparejamiento estan seleccionadas a partir de bibliotecas de anticuerpos con diversidad de sintesis en una region
variable, bibliotecas con diversidad natural o bibliotecas con una combinacién de diversidad natural y de sintesis.

12. El procedimiento de la reivindicacién 11, en el que las bibliotecas de anticuerpos son bibliotecas de presentacion
de fagos.

13. Un procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que las regiones
variables compatibles de emparejamiento que comprenden una region variable de cadena ligera de emparejamiento
estan seleccionadas a partir de animales transgénicos.

14. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el anticuerpo es un
scFV fusionado a una region Fc.

15. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que los anticuerpos
son anticuerpos IgM, IgE o IgG.
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16. Una célula recombinante para llevar a cabo un procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones anteriores, comprendiendo acidos nucleicos que codifican regiones variables conjuntamente con
todos los elementos requeridos para la expresion génica y el emparejamiento, en donde dicha célula comprende
medios para influir en la composicién de la mezcla manipulando uno cualquiera de los parametros que afectan al nivel
de expresion de las regiones variables logrado en la célula.

17. La célula de acuerdo con la reivindicacién 16, que es una célula eucariota.
18. Una coleccién de células de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 16-17.

19. Un procedimiento para seleccionar combinaciones de anticuerpos o de fragmentos de anticuerpos que tienen
afinidad especifica por al menos un epitopo diana, que comprende poner en contacto una coleccién de acuerdo con la
reivindicacion 18 con dicho epitopo diana y seleccionar combinaciones que muestran dicha afinidad especifica.

20. Un procedimiento para seleccionar combinaciones de anticuerpos o de fragmentos de anticuerpos que tienen
afinidad especifica por al menos dos epitopos diana, que comprende poner en contacto una coleccién de acuerdo con
la reivindicacion 18 con dichos dos epitopos diana y seleccionar combinaciones que muestran dicha afinidad
especifica.

21. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 20, en el que dichos dos epitopos diana estan asociados con
una enfermedad o un trastorno.

22. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicaciéon 21, que comprende ademas someter una combinacion
seleccionada de anticuerpos o fragmentos de anticuerpo a un ensayo biolégico indicador de un efecto de la
combinacién sobre la enfermedad y/o el trastorno.

23. Un procedimiento para producir una mezcla que comprende al menos dos anticuerpos diferentes y/o fragmentos
de anticuerpo, en los que dichos al menos dos anticuerpos y/o fragmentos comprenden regiones variables
emparejadas y tienen diferentes especificidades de unién, comprendiendo dicho procedimiento

poner en contacto al menos tres regiones variables diferentes derivadas de cadenas pesadas y cadenas ligeras de
inmunoglobulinas dentro de una célula en condiciones que permiten el emparejamiento de regiones variables,

en donde al menos una de dichas regiones variables es una region variable de cadena ligera compatible de
emparejamiento;

cosechar todos los anticuerpos y/o fragmentos de los mismos que tienen especificidades de unién que resultan de
dicho emparejamiento,

en donde las regiones variables se expresan a partir de uno o mas acidos nucleicos que codifican estas regiones
variables,

en donde la expresion de dichas regiones variables esta sometida a la direccion de diferentes elementos de control.
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Anticuerpo normal
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IV. Cadenas CH1y CL
intercambiadas

lil. Cadenas VH y L
intercambiadas

Il. Cadenas VH y VL
intercambiadas

I. Cadenas Fd y L
intercambiadas
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Figura 11

A. Ensamblaje ex vivo de anticuerpos
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