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DESCRIPCION
Método mejorado de presentacion de ARN
Campo de la invencion

La presente divulgacion se refiere a la presentacion de ARN, y particularmente a métodos de presentacion de ARN
que permiten realizar la seleccién de antigenos solubles y de superficie celular.

Antecedentes de la invencion

Pueden seleccionarse anticuerpos que se unan con alta especificidad y afinidad a casi cualquier epitopo estructural
y se usan rutinariamente como herramientas de investigacion y como agentes terapéuticos autorizados por la FDA
(Food and Drug Administration). Por consiguiente, los anticuerpos monoclonales terapéuticos y de diagnostico
constituyen un mercado mundial multimillonario.

Los métodos clasicos de inmunizaciéon de animales para obtener anticuerpos son lentos y engorrosos. Como
consecuencia, se han desarrollado métodos para la seleccién ex vivo de un anticuerpo contra una molécula diana
deseada usando bibliotecas de anticuerpos sintéticos. En algunos métodos, las bibliotecas de anticuerpos, o
fragmentos de los mismos, se presentan en la superficie de un organismo, (por ejemplo, un bacteriéfago, un virus,
una célula de levadura, una célula bacteriana o célula de mamifero), y el organismo se selecciona para la expresion
del anticuerpo deseado. En otros métodos, las bibliotecas de anticuerpos se expresan y se seleccionan en un
sistema acelular in vitro. En dicho sistema, denominado presentacion de ARN, las proteinas o los péptidos
expresados estan unidos, de manera covalente o por interaccién estrecha no covalente, a su ARNm codificante para
formar moléculas de fusion de ARN/proteina. EI componente proteico o peptidico de una fusion de ARN/proteina
puede seleccionarse para unirse a una diana deseada y la identidad de la proteina o del péptido puede determinarse
por secuenciacion del componente de ARNm codificante unido.

Los sistemas actuales de presentacion de ARN in vitro, aunque son buenos para expresar dominios variables de
anticuerpos sencillos, son ineficaces para expresar anticuerpos multidominio, tales como moléculas de anticuerpo
monocatenario (scFv, single chain Fv). Esto se debe principalmente a las condiciones de reaccién de los sistemas
de expresion actuales in vitro y a la tendencia a perder el ADNc del scFv de longitud completa de la biblioteca a
través de amplificacién repetida por PCR.

Por tanto, en la técnica existe una necesidad de métodos de presentacion in vifro mejorados para la seleccion de
anticuerpos scFv contra una diana deseada.

Irving R. et al (Journal of immunological methods, Elsevier Science Publisher B. V.; Amsterdam, NL, vol. 248,
no.1/02, 1 de febrero del 2001, paginas 31-45) es un articulo de revisidon que aborda estrategias de presentacion de
fagos y de ribosomas para realizar la maduracioén por afinidad de las superficies de unién a antigeno en moléculas
de scFv y dominios V. También desvela un método basado en un sistema acelular para la presentacion de
ribosomas, que incorpora una ARN polimerasa dependiente de ARN viral para la generacion de bibliotecas mutantes
al azar.

Kurz et al. (Nucleic Acids Research 15 de septiembre 2000, pagina E83) se refiere a un conector de Psoraleno C6
puromicicina que se utiliza para ligar el aceptor peptidico al ARN usando fotorreticulacion.

Zhu (documento US 2006/0246515) se refiere a composiciones y métodos para generar y explorar anticuerpos
contra un antigeno especifico.

Sumario de la invenciéon

La invencion resuelve los problemas anteriores proporcionando métodos mejorados de presentacion de ARN in vitro
para permitir la expresion y la seleccion fiable de moléculas de scFv a partir de bibliotecas de expresion. Sin
embargo, particularmente adecuados para la expresion y la seleccién de moléculas de scFv, los métodos de la
invencion son también convenientes para realizar la presentacion in vitro de todas las clases de proteinas,
incluyendo antigenos tanto solubles como de superficie celular.

Por consiguiente, la invencion tiene diversas ventajas que incluyen, pero sin limitaciéon, proporcionar métodos
mejorados de presentacion de ARN in vitro, que son mas sencillos y menos lentos de realizar que los métodos
previamente descritos. Adicionalmente, los métodos de la invencién permiten mejorar la expresion funcional de
proteinas que contienen enlaces disulfuro intracatenarios, por ejemplo, moléculas de anticuerpos scFv.

En un aspecto, la invenciéon proporciona un método de exploraciéon de una biblioteca de presentacion de ARN de
anticuerpos scFv, comprendiendo el método las etapas de (a) proporcionar una molécula de ARNm de scFv
reticulada con una puromicina o con un analogo de la misma, comprendiendo dicha molécula un ARNm que codifica
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un scFv 5 y una secuencia espaciadora 3’, cuya molécula esta reticulada con un conector de acido nucleico
monocatenario, comprendiendo el conector una puromicina, o un andlogo de la misma, en un extremo 3’ y un
Psoraleno C6 en el extremo 5’; (b) traducir in vitro la molécula de ARNm de scFv reticulada con puromicina en
presencia de un marcador en condiciones levemente oxidantes para formar una molécula de ARNm de scFv
reticulada con puromicina/proteina marcada; (c) purificar la molécula de ARNm de scFv reticulada con
puromicina/proteina marcada; (d) someter la molécula de ARNm de scFv reticulada con puromicina/proteina
marcada purificada a una seleccion por antigenos con al menos un antigeno; y (e) recuperar las moléculas de
ARNmM de scFv reticuladas con puromicina/proteina marcadas purificadas usando perlas magnéticas basadas en
afinidad.

En una realizacion, el método comprende adicionalmente la etapa de (g) realizar la transcripcién inversa del ARNm
de scFv después de la seleccion por antigenos para producir un ADNc. En otra realizacion, el método comprende
adicionalmente la etapa de (h) amplificar el ADNc.

En una realizacion, el marcador es un marcador radiactivo, tal como, por ejemplo, 353 metionina o cisteina.

En una realizacién, la secuencia espaciadora 3' comprende de aproximadamente 0 a aproximadamente 200
aminoacidos, por ejemplo, aproximadamente 16 aminoacidos, y/o la secuencia espaciadora 3’ comprende una
etiqueta de afinidad.

En una realizacién, el conector comprende, de 5 a 3’: Psoraleno C6, ribonucleétidos 220OMe que comprenden la
secuencia UAGCGGAUGC (SEC ID N°: 20), seis grupos de trietilenglicol o PEG-150, dos restos de citidina y
puromicina.

En una realizacion, la molécula de ARNm de scFv esta fotorreticulada con el conector de ADN por UVA, En ofra
realizacion, la molécula de ARNm de scFv comprende un promotor 5’ seleccionado del grupo que consiste en T7,
SP6 y T3. En una realizacion particular, la molécula de ARNm de scFv comprende una regién 5’ no traducida del
virus del mosaico del tabaco.

En una realizacién, la molécula de ARNm de scFv reticulada con puromicina/proteina marcada se purifica por
cromatografia con oligo-dT. En otra realizacién, la molécula de ARNm de scFv reticulada con puromicina/proteina
marcada se purifica usando perlas de agarosa con anticuerpo monoclonal anti-FLAG M2. En otra realizacion
adicional, la molécula de ARNm de scFv reticulada con puromicina/proteina marcada se purifica por cromatografia
con oligo-dT y perlas de agarosa con anticuerpo monoclonal anti-FLAG M2.

En una realizacion, el antigeno es un péptido, una proteina o un hapteno marcado con biotina. En otra realizacion, el
antigeno es una proteina de fusion con un fragmento cristalizable (Fc) de inmunoglobulina humana o con un
fragmento cristalizable (Fc) de inmunoglobulina murina, o el antigeno es una poblacion de células. En una
realizacion particular, el anticuerpo de acuerdo con la invenciéon es un anticuerpo anti-IL-12, un anticuerpo anti-
hemaglutinina (anti-HA), un anticuerpo murino o un anticuerpo humano.

En una realizacion, la traduccion in vitro de la molécula de ARNm de scFv reticulada con puromicina se realiza en
presencia de GSSH/GSH.

En una realizacion, el método no comprende una etapa de proteccion de ARNm. En otra realizacién, el método no
comprende una etapa de transcripcién inversa in vitro antes de la etapa de purificacion. En otra realizacién mas
antes, durante o después de cualquiera de las etapas (a) a (g) se afiade un inhibidor de RNasa. En una realizacion,
la etapa de purificacion comprende realizar la transcripcion inversa del ARNm en ausencia de ditiotreitol (DTT) para
producir un ADNCc.

En determinadas realizaciones, el ADNc se eluye por hidrdlisis alcalina a un pH de aproximadamente =8,0 a
aproximadamente pH=10,0. De manera alternativa, el ADNc se eluye por calor, suficiente para desnaturalizar
hibridos de ADN:ARN, por un acido a un pH de aproximadamente =3,0 a aproximadamente pH=6,0, o por digestion
con RNasa H.

En una realizacién, el ADNc se amplifica por reaccion en cadena de la polimerasa. En una realizacién, la reaccién en
cadena de la polimerasa emplea una ADN polimerasa termoestable o ADN polimerasas seleccionadas del grupo que
consiste en Platino HiFi y KOD.

En otra realizacion, las perlas se seleccionan del grupo que consiste en estreptavidina-M280, neutravidina-M280,
SA-M270, NA-M270, SA-MyOne, NA-MyOne, SA-agarosa y NA-agarosa.

Otras caracteristicas y ventajas de la invencion seran obvias a partir de la siguiente descripcion detallada y de las
reivindicaciones.
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Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 representa un esquema general de la tecnologia de presentacion de ARNm-scFv en algunas
realizaciones de la invencion.

La Figura 2 representa un esquema general de la tecnologia de presentacion de ARNm-scFv en otras
realizaciones de la invencion.

La Figura 3 representa una descripcion general de la construccion de la biblioteca de ADN.

La Figura 4a representa resultados que muestran que puede generarse un scFv funcional como moléculas de
ARNmM-scFv.

La Figura 4b representa modelos de moléculas sin scFv y moléculas de ARNm-scFv.

La Figura 5 representa resultados que muestran que el scFv unido en el formato de molécula de ARNm-scFv es
funcionalmente equivalente al de la molécula sin scFv.

La Figura 6 representa las tres construcciones de ARNm-scFv de D2E7 con diferentes longitudes espaciadoras
3.
La Figura 7 representa resultados que muestran que una longitud espaciadora mas corta mejora la uniéon de
ARNm-scFv a antigenos y el rendimiento de las moléculas de anticuerpo ARNm-scFv.

La Figura 8 representa las secuencias de los espaciadores Ck 3’ de longitud corta, media y larga de D2E7 (SEC
ID Nos: 42-44, respectivamente en orden de aparicion).

La Figura 9a representa las construcciones de ARNm-scFv de 17/9 con longitudes espaciadoras corta y larga.

La Figura 9b representa resultados que muestran que la longitud espaciadora mas corta mejora la union de la
molécula de ARNm-scFv de 17/9 con el antigeno diana y produce moléculas de anticuerpo de ARNm-scFv.

La Figura 10 representa resultados que muestran que se requiere actividad PDI para alguna funcion del scFv.

La Figura 11 representa resultados que muestran que la presencia de DTT durante la transcripcion inversa inhibe
la unién de scFv de 17/9 con el antigeno hemaglutinina (HA).

La Figura 12 representa resultados de electroforesis en gel de agarosa que muestran que el DTT no altera
significativamente el proceso de transcripcion inversa.

La Figura 13 representa resultados de electroforesis en gel de agarosa de diferentes condiciones de RT con o sin
DTT y RNaseOUT" tanto antes como después de la seleccion.

La Figura 14 representa resultados de electroforesis en gel de agarosa que muestran la recuperacion de la
secuencia Pyylos 40 VH cuando se realiza la transcripcion inversa antes o después de la seleccion en
comparacion con la RT de pre-seleccion y elucion alcalina de ADNc (carril izquierdo).

La Figura 15 representa resultados de electroforesis en gel de agarosa que muestran que un inhibidor de RNasa
conserva la recuperacion del molde de ARN por transcripcion inversa después de la seleccion por antigenos.

La Figura 16 representa resultados de una comparacion alineada de un espaciador CL largo y CL corto en
presencia o0 en ausencia de RNaseOUT".

La Figura 17 representa resultados de electroforesis en gel de agarosa que muestra una comparacion alineada
de la recuperacion de un espaciador CL largo y CL corto en presencia o en ausencia de RNaseOUT".

La Figura 18 representa resultados de electroforesis en gel de agarosa que cuantifica el scFv de 17/9 antes y
después de una ronda de seleccion de ARNm-scFv.

La Figura 19 representa una descripcion general de quimeras entre D2E7 y 2SD4.

La Figura 20a representa el porcentaje de recuperacion después de la union del antigeno entre las diferentes
quimeras, mostrando que la tecnologia de presentacion de ARNm puede usarse para diferenciar aglutinantes
con diferente afinidad.

La Figura 20b representa el porcentaje de recuperacion normalizado después de la seleccion por antigeno,
mostrando que la tecnologia de presentacion de ARNm puede usarse para diferenciar aglutinantes con diferente
afinidad.

La Figura 21 representa la termoestabilidad de las moléculas de ARNm-scFv.

La Figura 22 representa resultados de electroforesis en gel de agarosa que muestra que el ARN puede
recuperarse después de tratamiento a alta temperatura de las moléculas de ARNm-scFv.

La Figura 23 representa las construcciones de ARNm-scFV de Y61 con longitudes espaciadoras cortas y largas
asi como con la construccion FP-y61scGene3 que comprende una cola poli-A en el conector de ADN entre el
ARNm y la proteina de scFv.

La Figura 24 representa un esquema general de la tecnologia de presentacion de ARNm-scFv en otras
realizaciones de la invencion.

Descripcion detallada de la invencién
Numeros de identificacién de secuencias

Las secuencias de nucledtidos y de aminoacidos a las que se hace referencia en la memoria descriptiva han
proporcionado los siguientes numeros de identificacion de secuencias:

SEC ID N°: 1 - Secuencia de aminoacidos de la secuencia de proteina de scFv de MAK1 95

SEC ID N 2 - Secuencia de aminoacidos de la secuencia de proteina corta de scFv de Y61.
SEC ID N°: 3 - Secuencia de aminoacidos de la secuencia de proteina larga de scFv de Y61.
SEC ID N° 4 - Secuencia de aminoacidos de la secuencia de proteina de Gene3 de scFv de Y61.
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SEC ID N 5 - Secuencia de aminoacidos de la secuencia de proteina corta de scFv de D2E?7.

SEC ID N 6 - Secuencia de aminoacidos de la secuencia de proteina media de scFv de D2E7.

SEC ID N°: 7 - Secuencia de aminoacidos de la secuencia de proteina larga de scFv de D2E7.

SEC ID N°: 8 - Secuencia de aminoacidos de la secuencia de proteina corta de scFv de 17/9.

SEC ID N°: 9 - Secuencia de aminoacidos de la secuencia de proteina larga de scFv de 17/9.

SEC ID N° 10 - Secuencia de acido nucleico de la secuencia de nucledtidos de scFv de MAK195.

SEC ID N° 11 - Secuencia de acido nucleico de la secuencia de nucleétidos corta de scFv de Y61.
SEC ID N°: 12 - Secuencia de acido nucleico de la secuencia de nucleétidos larga de scFv de Y61.
SEC ID N°: 13 - Secuencia de acido nucleico de la secuencia de nucledtidos de Gene3PA de scFv de Y61.
SEC ID N°: 14 - Secuencia de acido nucleico de la secuencia de nucleétidos de Gene3 de scFv de Y61.
SEC ID N°: 15 - Secuencia de acido nucleico de la secuencia de nucledétidos corta de scFv de D2E7.
SEC ID N°: 16 - Secuencia de acido nucleico de la secuencia de nucleétidos media de scFv de D2E7.
SEC ID N°: 17 - Secuencia de acido nucleico de la secuencia de nucleétidos larga de scFv de D2E7.
SEC ID N°: 18 - Secuencia de acido nucleico de la secuencia de nucleétidos corta de scFv de 17/9.
SEC ID N°: 19 - Secuencia de acido nucleico de la secuencia de nucleétidos larga de scFv de 17/9.

Para que la presente invencion pueda entenderse mas facilmente, en primer lugar se definen algunos términos y
expresiones.

I. Definiciones

El término “anticuerpo” incluye anticuerpos monoclonales (incluyendo anticuerpos monoclonales de longitud
completa), anticuerpos policlonales, anticuerpos multiespecificos (por ejemplo, anticuerpos biespecificos),
anticuerpos quiméricos, anticuerpos con injertos CDR, anticuerpos humanizados, anticuerpos humanos, anticuerpos
murinos y fragmentos de los mismos, por ejemplo, una cadena ligera de anticuerpo (VL), una cadena pesada de
anticuerpo (VH), un anticuerpo monocatenario (scFv), un fragmento F(ab’)2, un fragmento Fab, un fragmento Fd, un
fragmento Fv y un fragmento de anticuerpo de un solo dominio (dAb).

La expresion “biblioteca de anticuerpos” se refiere a una pluralidad de moléculas de ADN o ARN que contienen una
fase de lectura abierta (ORF, Open Reading Frame) que codifica un anticuerpo o un fragmento del mismo. También
incluye una pluralidad de proteinas de anticuerpo y moléculas de fusién de acido nucleico/anticuerpo expresadas a
partir de dichas moléculas de ADN o ARN.

La expresion “dominio variable de cadena pesada” se refiere al acido nucleico que codifica una region variable de
cadena pesada de anticuerpo y al producto de proteina de dicho acido nucleico.

La expresion “dominio variable de cadena ligera” se refiere al acido nucleico que codifica una regién variable de
cadena ligera de anticuerpo y al producto de proteina de dicho acido nucleico.

La expresion “etiqueta epitopica” se refiere a una secuencia de aminoacidos corta especificamente reconocida por
un anticuerpo que esta unida quimica o genéticamente a una molécula para permitir su deteccion por dicho
anticuerpo, por ejemplo, una etiqueta FLAG, una etiqueta HA, una etiqueta Myc o una etiqueta T7.

La expresion “secuencias no anticuerpo” se refiere a cualquier secuencia de acido nucleico o de aminoacidos que
aparece en las bibliotecas de anticuerpo de la invencidén, que no forman parte de la secuencia original del
anticuerpo. Dichas secuencias incluyen, por ejemplo, etiquetas epitdpicas.

La expresion “secuencias de control” se refiere a secuencias de ADN o a elementos genéticos necesarios para la
expresion de una secuencia codificante unida operativamente en un organismo hospedador particular o sistema de
expresion in vivo. Dichas secuencias se conocen bien en la técnica. Las secuencias de control que son adecuadas
para procariotas, incluyen, por ejemplo, un promotor, opcionalmente una secuencia operadora, y un sitio de unién al
ribosoma. Se sabe que las células eucariotas utilizan promotores, sefiales de poliadenilacion y potenciadores. Por
ejemplo, un acido nucleico esta “unido operativamente” cuando se coloca en una relacion funcional con otra
secuencia de acido nucleico. Por ejemplo, un promotor o potenciador esta unido operativamente a una secuencia
codificante si esto afecta a la transcripcion de la secuencia, o un sitio de unién al ribosoma esta unido
operativamente a una secuencia codificante si este esta posicionado de tal manera que se facilite la traduccion.
Generalmente, “unido operativamente” significa que las secuencias de ADN que van a unirse son contiguas. Sin
embargo, los potenciadores no tienen que estar contiguos.

La expresién “unién especifica” o “se une especificamente a” se refiere a la capacidad de una molécula de unién
para unirse a una diana con una afinidad de al menos 1 x 10 M, 1 x 107 M, 1 x 10™ M, 1 x 10° M, 1 x 1070 M, 1 x
10" M, 1 x 10" M o menor y/o unirse a una diana con una afinidad que es al menos dos veces mayor que su
afinidad por un antigeno inespecifico.

El término “diana” se refiere a un antigeno o epitopo reconocido por un anticuerpo. Las dianas incluyen cualquier
péptido, proteinas, sacaridos, acidos nucleicos u otras moléculas, incluyendo moléculas pequefias para las cuales
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puede generarse un anticuerpo especifico. En una realizacion, los anticuerpos son contra una proteina humana, por
ejemplo, TNFa, I1L-12, IL18, IL-1a 0 IL-1B.

Una “sustituciéon de aminoacido conservativa” es una en la que un resto de aminoacido esta reemplazado con un
resto de aminoacido que tiene una cadena lateral similar. Las familias de restos de aminoacidos que tienen cadenas
laterales similares se han definido en la técnica.

La expresion “presentacion de ARN” o “presentacién de ARNm” se refiere a una técnica in vitro en la que las
proteinas expresadas o los péptidos expresados estan unidos de manera covalente o por interacciéon no covalente
estrecha a su ARNm codificante para formar moléculas de “fusion de ARN/proteina”. La proteina o componente
peptidico de una fusion de ARN/proteina puede seleccionarse para unirse a una diana deseada y la identidad de la
proteina o del péptido puede determinarse por secuenciacion del componente de ARNm codificante unido. Dichos
métodos son bien conocidos en la técnica y se describen, por ejemplo, en las patentes de Estados Unidos Nos
7.195.880; 6.951.725; 7.078.197; 7.022.479. 6.518.018; 7.125.669; 6.846.655; 6.281.344; 6.207.446; 6.214.553;
6.258.558; 6.261.804; 6.429.300; 6.489.116; 6.436.665; 6.537.749; 6.602.685; 6.623.926; 6.416.950; 6.660.473;
6.312.927; 5.922.545; y 6.348.315; cada una de ellas incorporada en el presente documento por referencia en su
totalidad.

La expresion “anticuerpo monocatenario” o “scFv” se refiere a una parte de union al antigeno de una region variable
de cadena ligera y a una parte de unidon al antigeno de una region variable de cadena pesada, unidas, usando
métodos recombinantes, por un conector sintético que las permite constituirse como una sola cadena de proteina en
la que el par de regiones VL y VH forma moléculas monovalentes (conocidas como Fv monocatenario (scFv);
véase, por ejemplo, Bird et al. (1988) Science 242: 423-426; y Huston et al. (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A 85:
5879-5883).

La expresion “grupo funcional” se refiere a cualquier entidad bioldgica o quimica que confiere funcionalidad adicional
a una molécula a la que se une.

El término “seleccién” se refiere a separar sustancialmente una molécula de otras moléculas en una poblacion.
Como se usa en el presente documento, una etapa de “seleccién” proporciona un enriquecimiento de al menos 2
veces, preferentemente de 30 veces, mas preferentemente de 100 veces y mas preferentemente de 1000 veces de
una molécula deseada con respecto a moléculas no deseadas en una poblacién después de la etapa de seleccion.
Como se indica en el presente documento, una etapa de seleccion puede repetirse diversas veces, y en una
estrategia determinada pueden combinarse diferentes tipos de etapas de seleccion.

La expresién “secuencia interruptora” se refiere a una secuencia de acido nucleico que hace que un ribosoma
disminuya o detenga su tasa de traduccion.

La expresion “soporte solido” se refiere, sin limitacion, a cualquier columna (o material de columna), perla, tubo de
ensayo, disco de microtitulacion, particula sélida (por ejemplo, agarosa o sefarosa), microchip (por ejemplo, chip de
silicio, de silicio-vitreo o de oro) o membrana (por ejemplo, la membrana de un liposoma o de una vesicula) al cual
puede unirse un complejo por afinidad, directa o indirectamente (por ejemplo, a través de otros compuestos
intermedios compafieros de union tales como otros anticuerpos o proteina A) o en el que puede embeberse un
complejo por afinidad (por ejemplo, a través de un receptor o canal).

La expresion “region conectora” se refiere a una regiéon de acido nucleico que conecta las secuencias de acido
nucleico que codifican los dominios VH y VL del anticuerpo en un gen de anticuerpo de scFv. Una region conectora
esta en fase con las secuencias de acido nucleico que codifican los dominios VH y VL del anticuerpo de tal manera
que se forma una fase de lectura abierta continua que contiene las regiones VH, VL y conectora. La expresion
también se refiere a la region que conecta el VH y VL en una proteina de scFv.

La expresién “aceptor peptidico” se refiere a cualquier molécula que puede afiadirse al extremo C de una cadena de
proteina en crecimiento por la actividad catalitica de la funcion peptidil transferasa ribosomal. Tipicamente, dichas
moléculas contienen (i) un nucleétido o un grupo similar a un nucleétido (por ejemplo, puromicina y analogos de la
misma) (ii) un aminoacido o un grupo similar a un aminoacido (por ejemplo, cualquiera de los 20 D- o L- aminoacidos
o cualquier aminoacido analogo de los mismos (por ejemplo, O-metil tirosina o cualquiera de los analogos descritos
por Ellman et al., Meth. Enzymol. 202: 301, 1991) y (iii) un ligamiento entre los dos (por ejemplo, un ligamiento éster,
amida o cetona en la posicion 3’ o, menos preferentemente, en la posicion 2’); preferentemente, este ligamiento no
perturba significativamente la estructura del anillo de la conformacién natural del ribonucleétido. Ademas, esta
expresion incluye, sin limitacién, una molécula aceptora peptidica que esta unida de manera covalente (directa o
indirectamente a través de la secuencia de acido nucleico interviniente) a la secuencia codificante de proteina, asi
como una que esta unida a la secuencia codificante de proteina por algunos medios no covalentes, por ejemplo, a
través de hibridacion usando una segunda secuencia de acido nucleico que se une al, o cerca del, extremo 3’ de la
secuencia codificante de proteina y que esta propiamente unida a una molécula aceptora peptidica.
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Il. Vision general

La presente invencion presenta métodos mejorados de presentacion de ARN in vitro que permiten la expresion y
seleccion fiable de moléculas de anticuerpo de scFv a partir de bibliotecas de expresion.

Los métodos de presentacion de ARN generalmente implican la expresion de una biblioteca de proteinas o péptidos,
en la que las proteinas o péptidos expresados estan unidos de manera covalente, o por interaccion no covalente
estrecha, con su ARNm codificante para formar moléculas de fusién de ARN/proteina. EI componente proteico o
peptidico de una fusion de ARN/proteina puede seleccionarse para unirse a una diana deseada y la identidad de la
proteina o péptido puede determinarse por secuenciacién del componente de ARNm codificante unido. Los métodos
actuales de presentacion de ARN no son dptimos para la expresion de anticuerpos de scFv ya que diversas etapas
se realizan en condiciones reductoras que impiden la formacion de enlaces disulfuro scFv intracatenarios y por tanto
el plegamiento correcto de las moléculas de anticuerpo de scFv. Adicionalmente, los métodos actuales utilizan
fragmentos VH o VL de anticuerpo en el proceso de seleccion.

La presente invencion resuelve este problema técnico realizando el ensayo de presentacion de ARN in vitro en
condiciones ligeramente reductoras que favorecen un enlace disulfuro scFv intracatenario y por tanto el correcto
plegamiento de las moléculas de anticuerpo de scFv. El uso del formato scFv en lugar de los dominios variables
sencillos (por ejemplo, un dominio pesado variable (VH) sencillo) también elimina la necesidad de identificar un
dominio ligero variable (VL) compatible necesario para la conversién del dominio VH seleccionado en un anticuerpo
de IgG completo. Por consiguiente, aunque particularmente adaptados para la expresion y seleccion de moléculas
de anticuerpo de scFv, los métodos de la invencion también son convenientes para la presentacién de ARN in vitro
de todas las clases de proteinas.

Los métodos de la invencion también proporcionan un protocolo mas corto y sencillo para realizar la presentacion de
ARN. Esto se consigue, en parte, impidiendo la etapa lenta de realizar la transcripcion inversa del ARNm en una
fusion de ARN-proteina en el ADNc antes de la seleccion con una diana.

lll. Método mejorado de exploracion de presentacion de ARN in vitro

En un aspecto, la invencién presenta métodos mejorados de exploracion de presentacion de ARN in vitro. EI método
general es el siguiente:

1) Formacion de fusiones de ARN/proteina

Para generar ARNm se transcriben una o mas bibliotecas de expresion de ADN de anticuerpo. Cualquier biblioteca
de expresion de anticuerpo in vitro es adecuada (por ejemplo, bibliotecas de VH, VL o scFv), sin embargo, los
métodos de la invencién estan particularmente bien adaptados a bibliotecas de scFv. Cualquiera de los métodos de
transcripciéon reconocidos en la técnica es adecuado. Después de la transcripcion de ARN, los moldes de la
biblioteca de ADN se eliminan. Esto puede realizarse usando cualquiera de los métodos reconocidos en la técnica,
por ejemplo, por digestiéon con DNasa |.

Después de la eliminacién del ADN, un aceptor peptidico se une al extremo 3’ del ARNm de la biblioteca. Esto
puede realizarse usando cualquiera de los métodos reconocidos en la técnica. En una realizacién, se usa un
conector que comprende 5’ (Psoraleno C6)2’'0OMe(U AGC GGA UGC) XXX XXX CC (Puromicina) 3’ (SEC ID N°: 20),
(donde X es un Trietilenglicol o PEG-150 y CC es una estructura de ADN estandar). En primer lugar se permite que
el conector se una al extremo 3 del ARNm de la biblioteca mediante la formacién de pares de bases
complementarios. Después, el conector se reticula con el ARNm por activacion UV de la molécula de Psoraleno C6.

Después de la adicion del aceptor peptidico, el ARNm de la biblioteca se traduce en un sistema in vitro. Cualquiera
de los métodos reconocidos en la técnica de traduccion in vitro es adecuado, por ejemplo, lisado de reticulocitos de
conejo. Sin embargo, para permitir la correcta formacién de enlaces disulfuro intracatenarios en las moléculas de
scFv se afiade una proteina disulfuro isomerasa (PDI) a la reaccion de transduccion in vitro y/o la reaccion se realiza
en condiciones ligeramente oxidantes. En una realizacion, se afiade un agente oxidante suave (por ejemplo
GSSG/GSH, por ejemplo GSSG 100 mM/GSH 10mM) a la reaccién de traduccion in vitro. En otra realizacion, los
agentes reductores (por ejemplo, ditiotreitol (DTT)) se omiten de la reaccién de traduccion in vitro.

Al sistema de traduccién in vitro pueden afiadirse uno o mas aminoacidos, o derivados de los mismos, marcados, de
tal manera que el aminoacido marcado se incorpora en el anticuerpo resultante. Se contempla cualquier aminoacido
marcado reconocido en la técnica, por ejemplo, un aminoacido radiomarcado, por ejemplo, metionina o cisteina
marcadas con *°S.

Durante la reaccion de traduccion in vitro las moléculas de ARNm comienzan a unirse covalentemente con sus
productos proteicos mediante el aceptor peptidico (por ejemplo, puromicina) fusionado en el extremo 3'. Estas
moléculas de fusion de ARN/proteina se purifican de la mezcla de reacciéon de traduccién in vitro. Se contempla
cualquiera de los métodos reconocidos en la técnica de separacion de moléculas de fusién de ARN/proteina de una
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mezcla de reaccion. En una realizacion, las proteinas de fusion de ARN/proteina se separan por cromatografia
usando una resina de polidesoxitimidina (polidT). En otra realizacion, las proteinas de fusion de ARN-anticuerpo se
separan uniéndose a un anticuerpo especifico para un epitopo presente en el componente de anticuerpo de la
proteina de fusiéon ARN/proteina. El epitopo puede ser una etiqueta de secuencia de aminoacidos, por ejemplo
etiquetas FLAG o HA, incorporada en la secuencia de aminoacidos del componente de anticuerpo de la proteina de
fusién de ARN-anticuerpo, por ejemplo, en el N terminal, C terminal o en el conector de la region intervariable.

Las fusiones de ARN/proteina de la invencién, implican el uso de ARN desnudo. En una realizacién preferida, todos
los reactivos que se ponen en contacto con las fusiones de ARN/proteina se tratan con reactivos inhibidores de
RNasa, por ejemplo RNaseOUTTM, ARNt de levadura, SUPERaseInTM, RNasin® y otros inhibidores de RNasa
conocidos en la técnica.

2) Exploracion de anticuerpos contra una diana deseada

La biblioteca de fusiones de ARN/proteina se explora para la unién in vitro a una diana deseada. En general, las
moléculas diana estan unidas a un soporte sélido, por ejemplo, a perlas de agarosa. En una realizacién, la molécula
diana esta directamente ligada a un sustrato sélido. En otra realizacion, la molécula diana se modifica primero, por
ejemplo, se marca con biotina, y después la molécula diana modificada se une a través de la modificacion a un
sustrato sélido, por ejemplo, estreptavidina-M280, neutravidina-M280, SA-M270, NA-M270, SA-MyOne, NA-MyOne,
SA-agarosa y NA-agarosa. En otras realizaciones, el soporte sélido incluye adicionalmente perlas magnéticas, por
ejemplo Dynabeads. Dichas perlas magnéticas permiten la separacion del soporte sélido, y de cualquier fusion de
ARN/anticuerpo unida, de una mezcla de ensayo usando un iman.

Después de la union de las fusiones de ARN/proteina, el soporte sélido se lava una o mas veces para eliminar las
fusiones de ARN/proteina no unidas y después el ARN se amplifica. En una realizacion, el ARNm que esta
fisicamente asociado con un anticuerpo o con una pluralidad de anticuerpos se amplifica para producir mas ARNm.
Se contempla cualquier método de replicacion de ARN reconocido en la técnica, por ejemplo, usando una enzima
ARN replicasa. En otra realizacion, el ARNm que esta fisicamente asociado con un anticuerpo o con una pluralidad
de anticuerpos puede transcribirse en ADNc antes de amplificarse por PCR. El conjunto amplificado por PCR puede
someterse a una o mas rondas de exploracion para enriquecerse con los anticuerpos de mayor afinidad.

Adicionalmente, o como alternativa, las fusiones de ARN/proteina pueden eluirse de soporte sélido antes de la
amplificacién del componente de acido nucleico. Se contempla cualquier método de elucién reconocido en la
técnica. En una realizacion, las fusiones de ARN/proteina se eluyen usando condiciones alcalinas, por ejemplo,
usando un pH de aproximadamente 8,0 a 10,0. En otra realizacion, las fusiones de ARN/proteina se eluyen usando
condiciones acidas, por ejemplo, usando un pH de aproximadamente 3,0 a 6,0. En una realizacion, las fusiones de
ARN/proteina no se eluyen antes de la amplificacion del componente de acido nucleico, sino que en lugar de esto,
las fusiones de ARN/proteina se afiaden directamente a la mezcla de reaccién de amplificacion.

Adicionalmente, o como alternativa, el conjunto de acidos nucleicos amplificado por PCR puede secuenciarse
usando métodos de secuenciacioén de una sola molécula para determinar las secuencias de acido nucleico de cada
molécula de ARN/proteina seleccionada. En una realizacion, la amplificacién por PCR puede realizarse usando una
polimerasa correctora de errores de alta fidelidad, por ejemplo la ADN polimerasa termoestable KOD1 de
Thermococcus kodakaraensis o la Tag ADN Polimerasa Platinum de alta fidelidad (Invitrogen).

Adicionalmente, o como alternativa, las secuencias de acido nucleico pueden amplificarse en condiciones que den
como resultado la introduccién de mutaciones en ADN amplificado, introduciendo de esta manera diversidad
adicional en las secuencias de acido nucleico seleccionadas. Este conjunto de moléculas de ADN mutadas puede
someterse a rondas de exploracién adicionales.

IV. Construccién de bibliotecas

Las bibliotecas de la invencidon pueden generarse a partir de cualquier fragmento de anticuerpo que sea capaz de
unirse a una diana. En una realizacién, se generan bibliotecas de dominios variables de anticuerpos. Estas pueden
ser dominios de VH y/o de VL. En otra realizacién, se generan bibliotecas de scFv.

Las bibliotecas de la invencion también pueden incluir secuencias de acido nucleico de anticuerpos que codifican
regiones fuera de las regiones variables, por ejemplo, una regidon constante o fragmento de la misma, o una region
bisagra.

Las bibliotecas de acido nucleico de la invencion pueden comprender ARN, ADN o hibridos que contienen
elementos tanto de ARN como de ADN.
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Ligamiento de acido nucleico a aceptores peptidicos

Las bibliotecas de acido nucleico de anticuerpos pueden modificarse para que contengan un resto aceptor peptidico.
Esto puede facilitar la unién covalente de miembros individuales de bibliotecas de expresion de acido nucleico con
sus productos de proteina afines. Se contempla cualquier medio de unién de un aceptor peptidico con un acido
nucleico reconocido en la técnica, incluyendo los medios descritos, por ejemplo, en la Patente de Estados Unidos N°
5.643.768, la Patente de Estados Unidos N° 5.658.754, la Patente de Estados Unidos N° 7.195.880 y la Patente de
Estados Unidos N° 6.951.725, cuyos contenidos se incorporan por referencia en el presente documento.

En un aspecto la invencidon presenta nuevos métodos y composiciones para la unién de un aceptor peptidico con
bibliotecas de acido nucleico. En una realizacién, puede sintetizarse una molécula de unién que comprende una
molécula de Psoraleno C6 y una molécula aceptora peptidica, en la que la molécula de Psoraleno C6 y una
molécula aceptora peptidica se fusionan con una secuencia de acido nucleico, en la que la secuencia de acido
nucleico es complementaria a las secuencias en el extremo 3’ de la biblioteca de acido nucleico. Dichas moléculas
de unién pueden unirse, mediante emparejamiento de bases complementarias, con el extremo 3’ de clones de
bibliotecas de acido nucleico. El Psoraleno C6 es sensible a luz ultravioleta (UV) y reticulara el conector con los
clones de la biblioteca de acido nucleico, ligando por tanto de manera covalente el aceptor peptidico con los clones
de la biblioteca de acido nucleico. En otra realizacion, la parte de acido nucleico de la molécula conectora puede
contener nucledtidos modificados, por ejemplo, 2 prima metoxi (2’0OMe) ribonucleétidos. En otra realizacion la
molécula conectora comprende adicionalmente un conector de Trietilenglicol o PEG-150 que separa la region de
acido nucleico que contiene la molécula de Psoraleno C6 y una molécula aceptora peptidica. En una realizacion, el
conector puede comprender, de 5 a 3. Psoraleno C6, 2’OMe ribonucleétidos que comprenden la secuencia
UAGCGGAUGC (SEC ID Ne°: 20), seis grupos de Trietilenglicol o PEG-150, dos restos de citidina y Puromicina.
Dichos conectores pueden sintetizarse a peticion, por ejemplo, en TriLink Bio Technologies, Inc.

V. Métodos de exploraciéon generales

En un aspecto, la invenciéon presenta métodos de exploraciéon de bibliotecas de expresién de la invencién para
identificar anticuerpos capaces de unirse a una diana deseada. Se contempla cualquier método de exploracion in
vitro o in vivo que permita realizar la selecciéon de un anticuerpo a partir de una biblioteca de expresién, basandose
en la union de los anticuerpos a una molécula diana.

En una realizacion, las bibliotecas de expresion de la invencion pueden explorarse usando una presentacion ligada
a fenotipo-genotipo acelular in vitro reconocida. Dichos métodos son bien conocidos en la técnica y se describen, por
ejemplo, en las Patentes de Estados Unidos Nos 7.195.880; 6.951.725; 7.078.197; 7.022.479. 6.518.018; 7.125.669;
6.846.655; 6.281.344; 6.207.446; 6.214.553; 6.258.558; 6.261.804; 6.429.300; 6.489.116; 6.436.665; 6.537.749;
6.602.685; 6.623.926; 6.416.950; 6.660.473; 6.312.927; 5.922.545; y 6.348.315. Estos métodos implican la
transcripcion de proteinas in vitro a partir de un acido nucleico de tal manera que la proteina se asocia o se une
fisicamente al acido nucleico a partir del cual se origina. Al seleccionar una proteina expresada con una molécula
diana, también se selecciona el acido nucleico que codifica la proteina.

Para mejorar la expresion de proteinas scFv, los ensayos de exploracion in vitro anteriormente indicados pueden
requerir la adicién o la eliminacién de determinados reactivos. En una realizacién, al sistema de expresioén in vitro
pueden afadirse enzimas de proteina disulfuro isomerasa para mejorar la produccion de moléculas scFv
funcionales. En otra realizacion, puede afiadirse un agente oxidante suave (por ejemplo, GSSG/GSH, por ejemplo
GSSG 100 mM/GSH 10mM) a la mezcla de reaccién de traduccion in vitro de las proteinas scFv para permitir la
formacion de enlaces disulfuro intracatenarios en las regiones VH y VL de la molécula de scFv. En otra realizacion,
pueden eliminarse agentes reductores (por ejemplo, ditiotreitol (DTT)) de la mezcla de reaccion de traduccién in vitro
de la molécula de scFv.

En otra realizacion, al sistema de traduccién in vitro pueden afadirse uno o mas aminoacidos marcados, o derivados
de los mismos, de tal manera que el aminoacido marcado llega a incorporarse en el anticuerpo resultante. Se
contempla cualquier aminoacido marcado reconocido en la técnica, por ejemplo, un aminoacido radiomarcado, por
ejemplo, metionina o cisteina marcadas con %3,

En una realizacion, los ensayos de exploracion in vitro de la invencion requieren que, después de la seleccion in vitro
de un anticuerpo o de una pluralidad de anticuerpos, pueda realizarse la transcripcion inversa del ARNm que esta
fisicamente asociado con el anticuerpo o con la pluralidad de anticuerpos, para generar el ADNc que codifica dicho
anticuerpo o dicha pluralidad de anticuerpos. Se contempla cualquier método adecuado para realizar la transcripcion
inversa, por ejemplo, transcripcion inversa mediada por enzimas, por ejemplo, transcriptasa inversa del virus de la
leucemia murina de Moloney.

Los métodos de exploracion empleados en la invencién pueden requerir la amplificacion del acido nucleico que
codifica anticuerpos que se unen especificamente a una diana deseada. En una realizacion, el ARNm que esta
fisicamente asociado con un anticuerpo o con una pluralidad de anticuerpos puede amplificarse para producir mas
ARNm. Se contempla cualquier método de replicacion de ARN reconocido en la técnica, por ejemplo, usando una
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enzima ARN replicasa. En otra realizacién, antes de amplificarse por PCR, primero puede realizarse la transcripcion
inversa del ARNm que esta fisicamente asociado con un anticuerpo o con una pluralidad de anticuerpos para
generar ADNc. En una realizacion, la amplificacion por PCR puede realizarse usando una polimerasa correctora de
errores, de alta fidelidad, por ejemplo, la ADN polimerasa termoestable KOD1 de Thermococcus kodakaraensis o la
Platinum Taqg ADN Polimerasa de Alta Fidelidad (Invitrogen). En otra realizacion, la amplificacion por PCR puede
realizarse en condiciones que introducen mutaciones en el ADN amplificado, por ejemplo PCR propensa a error.

En otra realizacién, las bibliotecas de expresion de la invencién pueden explorarse por presentacién sobre la
superficie de una célula, virus o bacteriéfago y someterse a seleccion usando moléculas diana inmovilizadas. En las
patentes de Estados Unidos Nos 7.063.943; 6.699.658; 6.423.538; 6.696.251; 6.300.065; 6.399.763; 6.114.147 y
5.866.344 se describen métodos de seleccion adecuados.

Los métodos de exploracion empleados en la invencion pueden requerir la introduccién de diversidad en las
bibliotecas de anticuerpos introduciendo sustituciones y/o deleciones de acidos nucleicos que pueden dar como
resultado una o mas sustituciones y/o deleciones de aminoacidos en las moléculas de anticuerpos expresadas. Se
contempla cualquiera de los métodos de mutagénesis reconocidos en la técnica, por ejemplo, mutagénesis al azar,
mutagénesis “de recorrido” (walk through) y mutagénesis “de revisién” (look through). Dichas mutagénesis de un
anticuerpo pueden realizarse usando, por ejemplo, PCR propensa a error, cepas “mutadoras” de levaduras o
bacterias, o incorporaciéon de cambios de acidos nucleicos al azar o definidos durante la sintesis desde el principio
(ab inito) de todo o parte de un anticuerpo. En una realizacion, puede crearse una biblioteca de moléculas de
anticuerpo en la que uno o mas aminoacidos estan mutados al azar. En otra realizacion, puede crearse una
biblioteca de moléculas de anticuerpo en la que uno o mas aminoacidos estan mutados con respecto a uno o mas
aminoacidos predeterminados.

Los métodos de exploracion empleados en la invenciéon también pueden requerir aumentar la rigurosidad del ensayo
de exploracion de unién a la diana para seleccionar anticuerpos con afinidad mejorada por la diana. Puede
considerarse cualquiera de los métodos reconocidos en la técnica para aumentar la rigurosidad de un ensayo de
interaccion anticuerpo-diana. En una realizacion, pueden modificarse una o mas de las condiciones del ensayo (por
ejemplo, la concentracion salina del tampoén de ensayo) para reducir la afinidad de las moléculas de anticuerpo por
la diana deseada. En otra realizacién, puede reducirse la cantidad de tiempo permitida para que los anticuerpos se
unan a la diana deseada. En ofra realizacién, puede afiadirse una etapa de union competitiva al ensayo de
interaccion anticuerpo-diana. Por ejemplo, primero puede permitirse que los anticuerpos se unan a una diana
inmovilizada deseada. Después, puede afiadirse una concentracion especifica de diana no inmovilizada que sirve
para competir por la uniéon con la diana inmovilizada, de tal manera que los anticuerpos con la afinidad mas baja por
el antigeno se eluyen de la diana inmovilizada, dando como resultado un enriquecimiento de anticuerpos con
afinidad de unién a antigeno mejorada. La rigurosidad de las condiciones de ensayo puede aumentarse
adicionalmente aumentando la concentracion de diana no inmovilizada que se afiade a ensayo.

Los métodos de exploracion de la invencién también pueden requerir rondas de seleccién multiples para enriquecer
uno o mas anticuerpos con union a diana mejorada. En una realizaciéon, en cada ronda de seleccion pueden
introducirse mutaciones de aminoacidos adicionales en los anticuerpos usando métodos reconocidos en la técnica.
En otra realizacion, en cada ronda de seleccion la rigurosidad de unién con la diana deseada puede aumentarse
para seleccionar anticuerpos con mayor afinidad por una diana deseada.

Los métodos de exploracion de la invencion pueden requerir la purificacion de proteinas de fusién ARN-anticuerpo a
partir de los componentes de un sistema de traduccion in vitro. Esto puede realizarse usando cualquier método de
separacion reconocido en la técnica. En una realizacion, las proteinas de fusion ARN-anticuerpo pueden separarse
por cromatografia usando una resina de polidioxitimidina (polidT). En otra realizacion, las proteinas de fusion ARN-
anticuerpo pueden separarse por cromatografia usando un anticuerpo especifico para un epitopo presente en el
componente de anticuerpo de la proteina de fusién ARN-anticuerpo. El epitopo puede ser una etiqueta de secuencia
de aminoacidos, por ejemplo etiquetas FLAG, Myc o HA, incorporadas en la secuencia de aminoacidos del
componente de anticuerpo de la proteina de fusiéon ARN-anticuerpo, por ejemplo, en el extremo N, extremo C o en el
conector de la region intervariable.

La seleccion de anticuerpos a partir de las bibliotecas de la invenciéon puede requerir el uso de moléculas diana
inmovilizadas. En una realizacién, la molécula diana esta directamente ligada a un sustrato sélido, por ejemplo, a
perlas de agarosa. En otra realizacién, primero se modifica la molécula diana, por ejemplo, se marca con biotina, y
después, la molécula diana modificada se une, a través de la modificacion, a un soporte sélido, por ejemplo,
estreptavidina-M280, neutravidina-M280, SA-M270, NA-M270, SA-MyOne, NA-MyOne, SA-agarosa y NA-agarosa.

Ejemplos de la invencién

En todos los ejemplos, salvo que se indique de otra manera, se utilizaron los siguientes materiales y métodos.
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Materiales y métodos

En general, la realizacion practica de la presente invencion emplea, salvo que se indique de otra manera, técnicas
convencionales de quimica, biologia molecular, tecnologia de ADN recombinante, inmunologia (especialmente, por
ejemplo, tecnologia con inmunoglobulina) y cria de animales. Véase, por ejemplo Sambrook, Fritsch y Maniatis,
Molecular Cloning: Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989); Antibody Engineering Protocols (Methods in
Molecular Biology), 510, Paul, S., Humana Pr (1996); Antibody Engineering: A Practical Approach (Practical
Approach Series, 169), McCafferty, Ed., Irl Pr (1996); Antibodies: A Laboratory Manual, Harlow et al., C.S.H.L. Press,
Pub. (1999); Current Protocols in Molecular Biology, eds. Ausubel et al., John Wiley & Sons (1992).

Protocolo de presentacion de ARNm para scFv

La presentacion de ARNm puede realizarse de acuerdo con el método mostrado en la Figura 2. Realizaciones
particulares de este método se describen con mayor detalle mas adelante. Estas realizaciones pretenden ilustrar los
métodos de la invencion y no deben considerarse como limitantes.

1. Disefio de moldes de bibliotecas de anticuerpos

Las construcciones de bibliotecas de ADN pueden disefiarse de acuerdo con métodos de generacion de bibliotecas
de anticuerpos conocidos en la técnica. En una realizacion, las construcciones de bibliotecas pueden codificar
fragmentos de anticuerpo, es decir, fragmentos de anticuerpo de cadena ligera (VL) o fragmentos de anticuerpo de
cadena pesada (VH). En una realizacion ejemplar, las construcciones de bibliotecas pueden codificar fragmentos
variables monocatenarios (scFv).

2. Preparacion de antigeno diana

Generalmente, la biblioteca de anticuerpos de presentacion de ARNm puede seleccionarse contra antigenos
marcados con biotina. Aunque el mejor antigeno para cada diana debe determinarse caso por caso, las siguientes
consideraciones pueden usarse como una orientacion general. Un antigeno diana esta tipicamente bien
caracterizado, y es el isotipo genético relevante o dominante, determinado por polimorfismo (SNP y haplotipo) y/o
analisis farmacogenético. Adicionalmente, un antigeno diana puede tener bioactividad razonable (comparable con el
antigeno nativo), buena solubilidad y buenas propiedades quimicas y fisicas, y puede prepararse en cantidades
suficientes para selecciones o exploraciones de bibliotecas y en bioensayos aguas abajo.

3. Preparacion de ADN de biblioteca

El ADN de biblioteca y sus rendimientos de seleccion pueden amplificarse por PCR. La amplificacion por PCR puede
realizarse usando métodos conocidos en la técnica. Las reacciones por PCR tipicamente contienen moldes de ADN,
tampones de reaccion, dNTP, cebadores usados para la amplificacion, ADN polimerasa y agua. Pueden prepararse
tubos de reaccién multiples simultaneamente a partir de una mezcla maestra para aumentar la producciéon de ADN
amplificado. Veinticinco (25) ciclos de PCR tipicamente proporcionan amplificacion suficiente, pero para obtener mas
productos pueden usarse hasta 35 ciclos.

4. Purificaciéon de ADN de biblioteca

Si los productos tienen el tamafio correcto (biblioteca de ~850 pb para scFv, -500 pb para VH o VL) y contienen
productos no especificos minimos, los productos pueden usarse directamente en la reaccion de transcripcion. Como
alternativa, los productos pueden purificarse en gel de agarosa preparativo cortando la banda especifica del tamafio
correcto. La concentracion de ADN puede medirse en un espectrofotometro.

5. Transcripcion de ARN

La transcripcion de ARN a partir de ADN de biblioteca puede realizarse usando métodos convencionales conocidos
en la técnica. Puede usarse un gran volumen de reaccion para transcribir suficientes moldes de ADN para muestrear
toda la diversidad de la biblioteca. En una realizaciéon ejemplar, pueden usarse 1 x 10" copias de moldes de
biblioteca en la reaccién de transcripcion de ARN. Una transcripcion de ARN tipicamente contiene 5-10 pg de
producto PCR, tampoén de reaccion, ATP, CTP, GTP, UTP y ARN polimerasa T7. La reaccion de transcripcion de
ARN puede desarrollarse a 37 °C durante entre 2 horas hasta una noche. Pueden usarse tiempos mas cortos
seguidos de rondas de seleccion iniciales, sin embargo, incubaciones durante una noche pueden maximizar la
producciéon de ARN de la reacciéon. Después de la transcripcion de ARN, los moldes de ADN pueden eliminarse de la
mezcla de reaccion mediante digestion con DNasa |.

6. Purificacion de ARN por cromatografia en columna NAP

Después de la transcripcion, el ARN puede fraccionarse usando una columna NAP-10. Hasta aproximadamente 1 ml
de reaccion de transcripcion puede cargarse en una columna NAP-10 para purificacion de ARN. La columna puede
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equilibrarse usando dH,O tratada con DEPC antes del fraccionamiento. El ARN puede eluirse de la columna usando
aproximadamente 1,5X el volumen de reaccién de dH,O tratada con DEPC (por ejemplo 750 ul por 500 pl de
reaccion de transcripcion). El volumen de elucion total puede ser menor de aproximadamente 150% del volumen de
reaccion de transcripcion. EI ARN puede, adicionalmente o como alternativa, fraccionarse usando una columna
NAP-25.

7. Control de calidad y cuantificacion del ARN

El tamafo y la produccion de muestras de ARN pueden analizarse usando electroforesis en gel o, como alternativa,
midiendo la DO a 260 nm (DO2so) de concentracion de ARN en fracciones recogidas. Por ejemplo, la concentracion
molar de ARN de scFv puede calcularse de la siguiente manera:

[ARN] (uM) = [ARN] (mg/ml) x 10° / (850 x 330)
= DOago x factor de dilucion x 40 (ug/ml) x 1000 / (850 x 330).
Produccion de ARN (nmol) = [ARN] (uM) x volumen (pl) / 1000

La produccion de ARN tipicamente alcanza un maximo a aproximadamente 20 nmol/ml por 500 pl de reacciéon de
transcripcion.

8. Ligamiento de ARN al conector

Un conector de ADN que contiene una molécula aceptora peptidica en su extremo 3’ puede ligarse covalentemente
a los extremos 3’ de cada molécula de ARN mediante reticulacion con UV. El aceptor peptidico, que puede entrar en
el sitio A del ribosoma y acoplarse covalentemente con el extremo carboxilo de la cadena polipeptidica naciente,
puede finalmente permitir la asociacion covalente del ARNm (genotipo) con la proteina codificada por este ARNm
(fenotipo). Puede utilizarse un conector PEG6/10 ilustrativo que tiene la siguiente formula: 5 (Psoraleno C6)
2’0OMe(U AGC GGA UGC) XXX XXX CC (Puromicina) 3’ (SEC ID N°: 20).

La modificacion en 5" con Psoraleno C6 es sensible a la luz y actla para crear un enlace covalente entre el conector
y el ARNm mediante reticulacion con UV. Una region estructural 220OMe(U AGC GGA UGC) (SEC ID N°: 20) se
hibrida con el sitio de hibridacion del conector en 3’ con la secuencia FLAG en el ARNm (véase la Figura 1). En la
secuencia anterior, X indica “Espaciador 9” alternativamente conocido como Trietilenglicol o PEG-150. Este
espaciador se ha optimizado para proporcionar flexibilidad para la inserciéon de puromicina en el sitio A del ribosoma
eucariota. CC comprende una estructura de ADN convencional. Una modificaciéon en 3’ de puromicina se inserta en
el sitio A del ribosoma para crear el ligamiento estable entre el conector y el péptido naciente. El coeficiente de
extincion para el conector descrito en el presente documento puede ser de aproximadamente 147,7 DOyso/umoles.
Dado que este conector es sensible a la luz, las soluciones que contienen este conector deben protegerse de la luz.

Para rondas iniciales de selecciones de bibliotecas, puede recomendarse una reaccion de ligamiento a gran escala
(de aproximadamente 5 nmol o de aproximadamente 3,1 x 10" moléculas de ARN transcritas) para muestrear toda
la diversidad de una biblioteca de anticuerpos virgen con una diversidad estimada de aproximadamente 102 - 10",
Esta cantidad de ARN puede garantizar la incorporacién de suficientes moldes en las reacciones de traduccién para
producir ~10 pmol de moléculas de presentacién de ARNm funcionales. En rondas posteriores, la entrada de ARN
puede reducirse a aproximadamente 0,5 nmol por seleccién. En una realizacion ejemplar, una reaccion de
ligamiento de ARN puede contener los siguientes componentes: ARN, agua, tampén de ligamiento quimico, y el
conector de PEG6/puromicina (1 mM). En una realizacion ejemplar, el volumen de reaccion total es de
aproximadamente 100 pl. En una realizacion preferida, la proporcion molar conector/ARN puede ser mayor de
aproximadamente 1,5. En una realizacion, la concentracion final del conector en la reaccion es de aproximadamente
15 uM, y la concentracion de ARN en la reaccion puede variar de aproximadamente 3 - 10 uM (= 0,3 - 1 nmol de
entrada de ARN). Como una referencia, un ARN de scFv de 850 nt a 1 mg/ml = 3,56 uM, y la concentracion de
ligamiento maxima obtenible seria de aproximadamente 3,16 uM (aproximadamente 0,32 nmol).

La reaccion de hibridacion (que hibrida el conector con el ARN trascrito) puede realizarse en un ciclador térmico. En
una realizacion preferida, la reaccion de hibridacion puede realizarse incubando muestras de aproximadamente 85
°C durante aproximadamente 30 segundos, después a aproximadamente 4 °C, usando una tasa de elevacion de
aproximadamente 0,3 °C por segundo. Después las reacciones pueden conservarse a aproximadamente 4 °C.

El ligamiento del conector/ARN hibridado puede realizarse mediante reticulacion con UV. Esto puede realizarse
usando cualquier método conocido por un experto en la técnica. En una realizacion, los tubos de reaccién pueden
colocarse en la parte superior de un envase de congelacion congelado y colocarse directamente bajo una lampara
UV portatil de longitud de onda larga (aproximadamente 365 nm) y reticularse durante aproximadamente 15 minutos
en la oscuridad. La eficacia de ligamiento tipica es de aproximadamente 50 - 90%. Generalmente no se requiere
purificacion. Los productos de ligamiento pueden conservarse a -80 °C.
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9. Reaccion de traduccion

En una realizacion ilustrativa, puede prepararse ~0,1% de ARN de entrada en moléculas de presentacion de ARNm
después de todas las reacciones y purificaciones. La traduccion in vitro se realiza usando métodos y reactivos
conocidos por un experto en la técnica. En una realizacién, la reaccién de traduccion utilizando la biblioteca de scFv
utiliza aproximadamente 5 nmol de molde de ARN con aproximadamente 10 ml de lisado de reticulocitos en un
volumen de reaccién de aproximadamente 10 ml.

En la preparacion para la reaccion de traduccion, pueden prepararse soluciones de GSSG/GSH (glutation
oxidado/glutation reducido) a una concentracion final de aproximadamente 100 mM de GSSG/10 mM de GSH. La
PDI se prepara disolviendo PDI en polvo en dH,O para alcanzar una concentracién de aproximadamente 1
Unidad/pl. La soluciéon de PDI puede conservarse a -20 °C.

Una reaccion de traduccion ilustrativa puede configurarse de la siguiente manera:

ARN (100-120 pmol/300 ul o0 500-600 pmol/1,5 ml) X X ul
dH,0O hasta 73,7 hasta 370 pl
Mezcla maestra de aminoacido (Met) 15 75 pl
GSSG 100 mM /GSH 10 mM 3,3 16,5 ul
PDI (1 U/ul) 6 30 ul
[**S]Metionina 2 10 ul
Lisado de reticulocitos 200 1000 ul
Volumen total 300 1500 ul

Las reacciones de traduccion pueden incubarse en un bafio de agua a 30 °C durante 1 - 2 horas y la formacion de la
fusion ARN/proteina debe realizarse sin retraso. Puede observarse una disminucion significativa en la produccion de
la fusion ARN/proteina cuando el volumen de traduccion supera los 3 ml; por consiguiente, puede prepararse una
mezcla maestra de la reaccion de traduccion si el volumen de reaccidon es mayor de 3 ml, y después dividirse en
alicuotas mas pequenas.

10. Formacién de la fusion ARN/proteina

Después de la reaccion de traduccion, pueden afiadirse aproximadamente 100 pl de KCI 2 M y aproximadamente 20
ul de MgCl, 1 M por cada 300 pl de mezcla de reaccion de traduccion, e incubarse durante aproximadamente 1 hora
a temperatura ambiente, o a -20 °C durante una noche. Como alternativa, pueden afiadirse aproximadamente 500 pl
de KCI 2 M y aproximadamente 100 ul de MgCl, 1 M por cada 1,5 ml de mezcla de reaccion de traduccion, e
incubarse durante aproximadamente 1 hora a temperatura ambiente, o a -20 °C durante una noche. Esto estabiliza
los ribosomas detenidos en el extremo de los moldes de ARNm y permite que la puromicina en el extremo del
engarce de ADN entre en los sitios A de los ribosomas detenidos, que unen permanentemente las proteinas scFv
traducidas con sus moldes de ARNm. La incubaciéon a temperatura ambiente puede acortarse si la reaccion se
conserva a -20 °C durante una noche. La reaccion puede terminar afadiendo aproximadamente 50 pl o
aproximadamente 250 ul de EDTA 0,5 M por 300 pl o 1,5 ml de reaccién de traduccion, respectivamente, para
destruir los ribosomas. Las reacciones pueden conservarse a -20 °C. Puede extraerse una alicuota de 5-10 pl para
realizar posteriormente el recuento por centelleo.

11. Purificacion de la fusion ARN/proteina por oligo-dT celulosa

Esta etapa se incluye para purificar moléculas de presentacion de ARNm y moldes de ARN restantes de la reaccion
de traduccién/fusion. Para la union de oligo-dT, debe calcularse la cantidad de oligo-dT celulosa prelavada necesaria
para capturar todos los moldes de ARN. Puede afiadirse un volumen suficiente de tampdn de union oligo-dT a la
reaccion de fusion para alcanzar aproximadamente una concentracion final 1X. Después puede afadirse la oligo-dT
celulosa prelavada, y las reacciones se hacen girar durante 1 hora a 4 °C. Opcionalmente las reacciones pueden
centrifugarse a aproximadamente 1500 rpm durante 5 minutos a 4 °C y el sobrenadante se desecha. Pueden
transferirse perlas de oligo-dT celulosa y lavarse aproximadamente 6 veces con tampdn de unién Oligo-dT 1 X
usando columnas de centrifugacion, y el tampdn se elimina tipicamente por columnas de centrifugacion a
aproximadamente 1000 rpm durante 10 segundos. El flujo de paso través puede desecharse, pero el ultimo lavado
puede guardarse para el recuento por centelleo. Para reducir la concentracion salina y facilitar la elucion, puede
afnadirse 1/10 del volumen de suspension inicial de dH,O a las perlas de oligo-dT secas, que pueden centrifugarse
inmediatamente durante 10 segundos y desecharse el flujo de paso. Las moléculas de presentacion de ARNm (y los
moldes de ARN libres) pueden eluirse afiadiendo dH,O a las perlas e incubando durante 5 minutos a temperatura
ambiente. El eluado se recoge por centrifugacion a aproximadamente 4000 rpm (o mayor) durante 20 segundos. La
elucioén se repite tipicamente una vez, y los eluados se combinan. Pueden retirarse 5 pl de eluado para el recuento
por centelleo. Opcionalmente, la eficacia de purificacion por oligo-dT también puede evaluarse por DO a 260 nm
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(DO260) en un espectrofotdometro NanoDrop. Todos los moldes de ARN restantes y las moléculas de presentacion de
ARNmM se recuperan teéricamente por las perlas de oligo-dT. Se afiade tampon de unién FLAG 5X a los eluados
para alcanzar aproximadamente una concentracion final 1X. Las muestras pueden conservarse a -80 °C si no se
continda con la siguiente etapa de purificacion con FLAG.

La recuperacion con oligo-dT puede calcularse de la siguiente manera. Aproximadamente 5 pl de entrada (a partir de
la reaccion de fusion), aproximadamente 100 pl del dltimo lavado y aproximadamente 5 pl de salida (eluado de
purificacion con oligo-dT). El ultimo lavado se usa para evaluar el grado de lavado, y los otros dos recuentos se usan
para calcular la recuperacion de fusion de ARN/proteina a partir de la entrada de molde de ARN original. El
rendimiento de fusion ARN/proteina (pmol) = (CPMsaidza X Volumensziza X 5 uM x Volumeniisado) / [CPMentrada X
Volumenentradza X(N° de metionina en el producto)]. Esta férmula supone una concentracién de metionina de 5 uM en
el lisado de reticulocitos y todos los volimenes usados en el célculo se expresan como pl. Para rondas de seleccion
anteriores el rendimiento de moléculas de presentacion de ARNm es tipicamente de 0,25-2%, pero puede aumentar
al 10% en rondas posteriores. Por ejemplo, el nimero de rondas anteriores de metionina en la biblioteca PROfusién
puede ser:

* Aproximadamente 3 uM para VH-V« scFv,

* Aproximadamente de 2 a 3 uM para VH-VA scFyv,
¢ Aproximadamente 2 uM para VH,

* Aproximadamente 2 uM para Vx, y

¢ Aproximadamente 1 uM para VA.

Estos numeros son promedios y se basan en secuencias de linea germinal, y un experto en la técnica apreciara que
pueden cambiar sobre rondas de seleccién a medida que la biblioteca se enriquece hacia secuencias especificas.

12. Purificacion de la fusion ARN/proteina por anti-FLAG M2 Agarosa

Esta etapa se disefia para purificar moléculas de presentacion de ARNm a partir de moldes de ARN restantes. No es
necesario continuar con esta etapa si la biblioteca se selecciona por competicion disociativa con antigeno o por
células que expresan antigeno. Puede calcularse la cantidad de perlas anti-FLAG M2 agarosa previamente lavadas
necesarias para capturar todas las moléculas de presentacion de ARNm. En una realizacion, la capacidad de union
de las perlas puede ser de aproximadamente 6 nmol de proteina de fusién por ml de suspension al 50%. Para tener
suficiente volumen de perlas para la manipulacion durante la unién y el lavado, se recomienda usar al menos
aproximadamente 200 ul de perlas previamente lavadas. El ejemplo proporcionado a continuacion es para una
reaccion de traduccion inicial de 300-pl.

Purificacion con FLAG: para transferir 300 pl de anti-FLAG M2 agarosa previamente lavada al oligo-dT purificado
resultante puede usarse una punta de pipeta de calibre ancho, que después puede hacerse girar durante 1 hora a 4
°C. La incubacion con anti-FLAG M2 agarosa puede continuar durante una noche. Opcionalmente, la anti-FLAG M12
agarosa puede centrifugarse a aproximadamente 1500 rpm en una centrifuga durante aproximadamente 1 minuto a
4 °C y el sobrenadante puede desecharse. Las perlas anti-FLAG pueden lavarse aproximadamente 5-6 veces con
aproximadamente 500-700 pl de tampon de uniéon a FLAG 1 X, usando columnas de centrifugacion (por ejemplo
Columna de Centrifugacion de Microcentrifuga Invitrogen™) y centrifugarse a aproximadamente 1000 rpm durante
10 segundos para cada lavado (obsérvese que la columna Invitrogen™ puede centrifugarse a velocidades mas
elevadas, por ejemplo a aproximadamente 10.000 rpm). El flujo de paso puede desecharse. Adicionalmente, las
perlas pueden lavarse dos veces con 700 ul de Tampon de Seleccion (véase mas adelante) por centrifugacion a
aproximadamente 1000 rpm durante 10 segundos. El ultimo lavado puede guardarse para el recuento por centelleo.
Las moléculas de presentacion de ARNm pueden eluirse afiadiendo aproximadamente 400 ul de péptido FLAG 100
png/ml (en tampoén de seleccion) e incubarse durante 5 minutos a temperatura ambiente. El eluado puede recogerse
por centrifugacion a aproximadamente 3000 rpm (o mayor si fuese posible) durante 20 segundos. La etapa de
elucién puede repetirse una vez mas afiadiendo aproximadamente 400 ul de péptido FLAG 100 ug/ml. Ambos
eluados pueden combinarse, y pueden extraerse aproximadamente 5 ul para el recuento por centelleo. Este
volumen de péptido FLAG puede ser suficiente para la elucion desde hasta aproximadamente 1 ul de suspension al
50% y puede dividirse a la mitad (200 pl) si se usa menos suspension y/o si se desea una concentracion de fusién
ARN/proteina mas alta. Para impedir la degradacion del ARN durante la conservacion y seleccion con antigeno,
puede afiadirse una cantidad apropiada de inhibidor de RNasa conocida en la técnica (es decir, 1-2 U/ul de RNase
OUT y 0,02 ug/ml de ARNt de levadura) a la biblioteca de presentacion de ARNm purificado. Las muestras se
conservan a -80 °C si no se continua con la siguiente etapa de seleccion con antigeno.

Para cuantificar la recuperacion de FLAG, aproximadamente 5 pl del resultado de elucion y aproximadamente 100 pl
del ultimo lavado se cuentan en un contador beta. Puede esperarse una recuperacion de 10-30% o mayor y puede
calcularse de acuerdo con la siguiente formula: % de recuperacion de la molécula PROfusion = (CPMsaiiga X
VOlumensaIida) / (CPMentrada X VOIUmenentrada)
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13. Seleccién de biblioteca por antigenos marcados con biotina

La seleccién se disefia para el enriquecimiento de moléculas que se unan especificamente a una diana de interés
cuando la unién de la biblioteca con un antigeno alcanza el equilibrio. Puede ser necesario realizar una seleccion
negativa (pre-aclarado) para eliminar aglutinantes inespecificos y de matriz de una biblioteca de scFv virgen, pero
puede omitirse si se usa una biblioteca preparada a partir de un solo molde, por ejemplo, pero sin limitacion,
bibliotecas preparadas para maduracion por afinidad que hacen que la maduracién por afinidad se base en un solo
molde de scFv. Dependiendo del formato diana, varia el protocolo de seleccién. A continuacién se indica un
protocolo de seleccion ilustrativo para su uso con dianas marcadas con biotina. Este protocolo puede modificarse
para incorporar antigenos diana en otros formatos, y puede aumentarse o disminuirse dependiendo del resultado
deseado.

A. Preparaciones antes de la seleccion

Para la captura pueden usarse perlas magnéticas de estreptavidina (SA) que tipicamente se prebloquean antes de
su uso. Las perlas de SA pueden transferirse desde el frasco original a tubos de 1,5 0 2 ml, y lavarse dos veces con
2 ml de tampdn de union a FLAG 1X. Las perlas pueden bloquearse con 2 ml de tampdn de Seleccion (de 2 horas a
una noche) a 4 °C con rotacion. Es importante preparar suficientes perlas tanto para el pre-aclarado como para las
capturas por seleccion. Las perlas prebloqueadas pueden conservarse a 4 °C. Se usan aproximadamente 100 pl de
perlas por cada 10 pmol de antigeno marcado con biotina, pero un experto en la técnica apreciara que el volumen de
perlas de captura debe calcularse considerando la capacidad de union de biotina libre (por ejemplo 650-900
pmoles/mg de perlas, donde la concentracion de las perlas es tipicamente de 10 mg/ml) con respecto al rendimiento
de la reaccion.

Tubos de microcentrifuga de 1,5 ml o 2 ml pueden prebloquearse con tampén de union a FLAG 1X durante
aproximadamente 1 hora a una noche. Los tubos prebloqueados pueden usarse en todas las etapas de pre-aclarado
y de seleccion. Tipicamente se necesitan cuatro tubos para cada muestra: 2 para el pre-aclarado, 1 para las perlas y
1 para la seleccion.

Pueden obtenerse resultados éptimos pre-aclarando la biblioteca. La biblioteca de presentacion de ARNm purificada
con FLAG puede anadirse a las perlas (separadas del tampon), usando un volumen de perlas de SA igual a la mitad
del volumen de captura. Las perlas pueden hacerse girar a 30 °C durante aproximadamente 30 minutos. La
biblioteca de presentacion de ARNm pre-aclarada puede separarse de las perlas usando un iman, y el pre-aclarado
puede repetirse una vez mas. Las perlas de SA pre-aclaradas por segunda vez pueden lavarse y contarse como se
describe anteriormente para determinar si el fondo es alto. Esto también puede servir como un control negativo “no
antigénico”.

B. Seleccién de biblioteca: union

Para las primeras rondas de seleccion, puede afadirse diana marcada con biotina (100 nM) al conjunto de la
biblioteca pre-aclarada y hacer girar a 30 °C durante 1 hora. Para rondas de seleccion posteriores cuando se espera
que la recuperacion de las moléculas de unién a antigeno supere el 1%, la biblioteca pre-aclarada puede dividirse en
2 alicuotas iguales. Puede afadirse antigeno marcado con biotina a una alicuota y la otra puede servir como control
negativo “no antigénico”. Como alternativa, las perlas pre-aclaradas por segunda vez, lavadas, también pueden
considerarse como un control “no antigénico”, como se ha indicado anteriormente, aunque estas perlas tendran un
‘pre-aclarado’ menos. La concentracion de antigeno en rondas posteriores puede reducirse cuando la recuperacion
de moléculas de unidn a antigeno supere el 5%. En particular, la concentracion de antigeno debe reducirse si el
antigeno parece estar ‘cohesivo’ y si en rondas previas se observé recuperacion significativa. La concentracion de
antigeno puede reducirse en rondas posteriores cuando la recuperacion de las moléculas de unién a antigeno llega
a ser significativamente mas alta que el fondo (por ejemplo, con respecto a un control no antigénico). Es importante
prestar atencion a la estoiquiometria entre la biblioteca y el antigeno para garantizar que hay al menos un exceso
molar de 5 veces de antigeno sobre las moléculas de PROfusién de la biblioteca, especialmente a concentracion de
antigeno mas baja.

C. Seleccion de biblioteca: captura

El tampdn de selecciéon usado para bloquear las perlas de SA para la captura de biblioteca puede eliminarse por
centrifugacion y separacion magnética. La biblioteca unida a antigeno puede transferirse a perlas de SA
prebloqueadas (separadas del tampén), y después a la reaccion de unién, y hacer girar a 30 °C durante 5 a 10
minutos. La cantidad de perlas de SA para la captura debe calcularse en base a la capacidad y a la concentracion
diana usada en la seleccion (véase anteriormente). La cantidad de perlas de SA debe disminuirse cuando disminuye
la concentracion diana para impedir los aglutinantes a las perlas de SA, pero tipicamente se usan no menos de 50 pl
de perlas.
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D. Seleccion de biblioteca: lavado

Las perlas de SA puede recogerse usando un iman y lavarse con aproximadamente 1 ml de tampén de seleccion
durante 1 minuto. Esta etapa puede repetirse aproximadamente 5 veces (aproximadamente 6 veces en total). El
tiempo de lavado puede aumentarse en rondas posteriores para incorporar estrategias de seleccion por constantes
de disociacion en algunas dianas. Las perlas pueden lavarse una ultima vez con aproximadamente 1 ml de tampdn
1X adecuado para la transcripcion inversa, recogerse con un iman y resuspenderse en agua (una cuarta parte del
volumen de perlas de capturas calculado anteriormente).

Como otro ejemplo, pueden usarse Dynabeads™ (Invitrogen), pero un experto en la técnica apreciara que otras
perlas pueden ser también adecuadas. Las Dynabeads™ pueden separarse de la biblioteca no unida por
centrifugacion y separacion magnética. El sobrenadante puede retirarse con una punta de 1 ml, usando una nueva
punta de filtro para cada tubo de seleccién de biblioteca para eliminar la contaminacién cruzada. Las Dynabeads™
pueden lavarse con 1 ml de tampodn de seleccion, y resuspenderse pipeteando suavemente o invirtiendo los tubos
varias veces. Los tubos pueden ponerse de nuevo sobre el soporte magnético para la separacion de las perlas al
mismo tiempo que se procesa la siguiente biblioteca. Después de lavar todas las bibliotecas, el sobrenadante puede
retirarse utilizando una punta de 1 ml usando una nueva punta de filtro para cada tubo de seleccién de biblioteca
para eliminar la contaminacion cruzada. Se repite durante cinco lavados. Las Dynabeads™ pueden lavarse dos
veces con 1 ml de tampoén de Cadena Primera 1X (Superscript |l, Invitrogen) como se ha descrito anteriormente. En
el ultimo lavado, se retira 1/10 de la biblioteca a un tubo distinto para el recuento para determinar la recuperacion de
biblioteca si se desea. Las Dynabeads™ pueden capturarse por separacion magnética y aproximadamente 100 pl de
tampon de lavado puede guardarse para el recuento del fondo. Las Dynabeads™ pueden resuspenderse en agua,
usando 1/4 parte del volumen de perlas de captura como se ha calculado anteriormente).

E. Seleccion de biblioteca: recuento y calculo de la recuperacion

Comenzando desde la Ronda 3, se cuenta aproximadamente un 10 - 20% del ultimo lavado y las perlas. No se
aconseja contar mas de 100 ul de perlas, ya que esto puede interrumpir los recuentos. El calculo de la recuperacion
de seleccion de bibliotecas puede realizarse de acuerdo con la siguiente féormula:

% de recuperacion de seleccion = 100 x CPMpeias Totales/ CPMproduccion Total
14. Seleccién de bibliotecas en equilibrio por proteinas de fusién Fc

En ofra realizacion, la seleccion de bibliotecas puede realizarse para antigenos diana que se han fusionado con un
dominio Fc de anticuerpo (por ejemplo proteinas de fusion Fc). Puede ser necesaria una seleccion negativa (pre-
aclarado) para eliminar aglutinantes inespecificos y de matriz de la biblioteca de anticuerpos virgen pero puede
omitirse para maduracion por afinidad. La especificidad de la seleccion puede mejorarse fusionando antigenos diana
tanto a IgG1 humana como a IgG2a de ratén. Al tener diferentes dominios Fc en las proteinas de fusion Fc durante
la seleccion de bibliotecas, puede minimizarse el riesgo de identificar aglutinantes de biblioteca especificos para la
region Fc. Esto también permitira que el aglutinante de la biblioteca sea arrastrado por dos perlas magnéticas
diferentes (proteina G y anti-lgG de ratén), por lo tanto reduciendo adicionalmente la probabilidad de recuperar
aglutinantes anti-proteina G o anti- anti-lgG de ratén. La proteina de fusion Fc diana también puede marcarse con
biotina, y seleccionarse o por el método descrito en el presente documento o por el método descrito anteriormente
en la seccién 13. Debe observarse que las perlas magnéticas de proteina A pueden no ser adecuadas para la
seleccién contra dianas de proteina de fusion Fc debido a la reactividad cruzada en determinadas partes del dominio
VH de anticuerpo (por ejemplo VH originado a partir de secuencias de la linea germinal de la familia VH3 humana).
Las perlas magnéticas adecuadas para arrastrar moléculas scFv-PROfusion de union a antigeno incluyen, pero sin
limitacién, Dynabeads de Proteina G, Dynabeads Pan de IgG de raton y otras Dynabeads M-280 contra las 1gG
humanas o de raton disponibles. En general, la capacidad de las perlas de proteina G se considera que es de
aproximadamente 25 pg de IgG1 humana (~167 pmol) por 100 ul de perlas magnéticas de proteina A/G.

A. Preparaciones antes de la seleccion

Las Dynaperlas de Proteina G o las Dynaperlas Pan de IgG de raton (si el antigeno diana es una proteina de fusion
Fc de ratén) pueden usarse para la captura, y tipicamente se prebloquean antes de su uso. La cantidad de
Dynabeads necesaria para pre-aclarar y seleccionar la biblioteca puede calcularse. Las Dynabeads pueden
transferirse desde el frasco original a tubos de microcentrifuga de 1,5 0 2 ml y eliminar el tampdn. Las perlas pueden
bloquearse con tampoén de seleccién 1 ml (2 horas a una noche) a 4 °C, o 1 hora a temperatura ambiente. Es
importante preparar suficientes perlas tanto para el pre-aclarado como para las capturas de seleccion.

Los tubos de microcentrifuga de 1,5 ml o 2 ml pueden prebloquearse con tampdn de seleccion durante 1 hora a una
noche y los tubos prebloqueados deben usarse para todas las etapas de pre-aclarado y de seleccion de bibliotecas.

La biblioteca PROfusion scFv purificada con FLAG puede afiadirse a las perlas prebloqueadas (separadas del
tampon), puede usarse un volumen de Dynabead (proteina G o Pan IgG de ratén) igual a la mitad del volumen de

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2434 850 T3

captura (como se ha calculado anteriormente) y la reaccion se hace girar a 30 °C durante 30 minutos. La biblioteca
de fusioén pre-aclarada puede separarse de las perlas con un iman y el pre-aclarado puede repetirse una vez mas.
Las Dynabeads pre-aclaradas por segunda vez pueden lavarse y contarse como se ha descrito anteriormente para
determinar si el fondo es alto. Esto también puede servir como un control negativo ‘no antigénico’.

B. Seleccién de biblioteca: union

Para las primeras rondas de seleccion, puede afadirse diana marcada con biotina (100 nM) al conjunto de la
biblioteca pre-aclarada y hacer girar a 30 °C durante 1 hora. Para rondas de seleccion posteriores cuando se espera
que la recuperacion de moléculas de unién a antigeno supere el 1%, la biblioteca pre-aclarada puede dividirse en
dos alicuotas (de 50/50 a 80/20 dependiendo de los recuentos de biblioteca). Puede afadirse antigeno marcado con
biotina a una alicuota (del 50 a 80% del total), mientras que las otras alicuotas pueden servir como control negativo
‘no antigénico’. Como alternativa, las perlas pre-aclaradas por segunda vez, lavadas, también pueden considerarse
como un control ‘no antigénico’, como se ha indicado anteriormente, excepto que tendran un ‘pre-aclarado’ menos.
La concentracion de antigeno puede reducirse si el antigeno parece estar ‘cohesivo’ y si en rondas previas se
observé recuperacion significativa. Adicionalmente, la concentracion de antigeno puede reducirse en rondas
posteriores cuando la recuperacion de las moléculas de unién a antigeno llega a ser significativamente mas alta que
el fondo (control no antigénico). Es importante prestar atencién a la estoiquiometria entre la biblioteca y el antigeno
para garantizar que hay al menos un exceso molar de 5 veces de antigeno sobre las moléculas de PROfusion de la
biblioteca, especialmente a concentracion de antigeno mas baja.

C. Seleccion de biblioteca: captura

El tampoén de seleccion usado para bloquear las Dynabeads para la captura de bibliotecas puede eliminarse por
centrifugacion y separacion magnética. La biblioteca unida a antigeno puede transferirse a Dynabeads
prebloqueadas (separadas del tampdn), y después a la reaccion de unién, y hacer girar a 30 °C durante 20 minutos.
La cantidad de Dynabeads usada para la captura puede calcularse como se ha descrito anteriormente en base a la
capacidad de la perla, y a la concentracién del antigeno diana usado en la seleccién. Para impedir la interaccion de
aglutinantes con las perlas, la cantidad de Dynabeads debe reducirse (pero no a menos de 500 pg o 50 pl) cuando la
concentracion de antigeno diana se reduce.

D. Seleccion de biblioteca: lavado

Las Dynabeads™ puede separarse de la biblioteca no unida por centrifugacion y separacién magnética. El
sobrenadante puede retirarse con una punta de 1 ml, y puede usarse una nueva punta de filtro para cada tubo de
seleccién de biblioteca para eliminar la contaminaciéon cruzada. Pueden usarse nuevas puntas de pipeta para lavar
las Dynabeads™ con aproximadamente 1 ml de tampon de Seleccion, y las Dynabeads™ pueden resuspenderse
pipeteando suavemente o invirtiendo los tubos varias veces. Los tubos pueden colocarse de nuevo sobre el soporte
magnético para la separacion de perlas al mismo tiempo que se procesa la siguiente biblioteca. Después de lavar
todas las bibliotecas, el sobrenadante puede retirarse con una punta de 1 ml (se usa una nueva punta de filtro para
cada tubo de seleccion de biblioteca para eliminar la contaminacién cruzada). Esta etapa puede repetirse durante
cinco lavados. Las Dynabeads™ pueden lavarse dos veces con 1 ml de tampdn de Primera Cadena 1X (Superscript
I, Invitrogen) como se ha descrito anteriormente. En el ultimo lavado, puede extraerse 1/10 de biblioteca a un tubo
distinto para el recuento para determinar la recuperacion de biblioteca si se desea. Las Dynabeads™ pueden
capturarse por separacion magnética y pueden guardarse aproximadamente 100 ul de tampdn de lavado para el
recuento del fondo. Las Dynabeads™ pueden resuspenderse en agua (usando 14 parte del volumen de perlas de
captura como se ha calculado anteriormente).

E. Seleccién de biblioteca: recuento
Puede realizarse como se describe en la seccion 13 (E) anterior.
15. Seleccion de biblioteca por disociacion por competencia con antigeno

La principal diferencia entre las selecciones por disociacion (off-rate) y las selecciones por equilibrio es que la
biblioteca se une primero al antigeno de seleccién antes de la purificacion con FLAG. Después de la purificacion con
FLAG la biblioteca puede incubarse con una cantidad en exceso de antigenos o anticuerpos competidores (por
ejemplo, cuando no se dispone de antigenos competidores) de tal manera que cualquier antigeno previamente unido
que comienza a desunirse de las moléculas PROfusiéon durante la competencia por disociacion se reemplaza por los
competidores. El competidor se diferencia del antigeno preunido en que las moléculas PROfusion unidas al
competidor pueden no recuperarse en la etapa de recuperacion posterior. Estos pueden ser antigenos no
modificados o antigenos en un formato diferente. Aunque los anticuerpos también pueden ser competidores,
tipicamente no son competidores tan eficientes como los antigenos y, su eficiencia disminuye a medida que
aumenta la afinidad de la biblioteca por el antigeno. Esto es ventajoso para determinar la disociacion de la biblioteca
justo antes de la seleccioén para identificar la correcta duracién de la competicion. Esta duracion puede variar desde
varias horas a varias semanas.
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A: Biblioteca precargada con antigeno marcado con biotina o proteina de fusién antigeno-Fc

Las moléculas PROfusién pueden traducirse y purificarse por oligo-dT como se ha descrito anteriormente. La
biblioteca purificada con oligo-dT puede equilibrarse afiadiendo tampén de unién FLAG 5X a una concentracion final
de 1X (simplemente afiadiendo 25% del volumen de la biblioteca). Los antigenos (marcados con biotina o fusién Fc)
pueden afiadirse a una concentracion suficientemente alta y hacer girar a 30 °C durante 30 minutos para saturar la
union antigeno-anticuerpo. Las moléculas PROfusion pueden purificarse por anti FLAG M2 agarosa, como se ha
descrito anteriormente. Es importante observar que una biblioteca PROfusién purificada con FLAG debe
conservarse en hielo, pero no congelarse. Es importante prebloquear suficientes cantidades de perlas de captura
como se ha descrito anteriormente.

B: Determinacién de la concentracion del competidor y recuperacion inicial de la biblioteca

La cantidad de biblioteca recuperada de la etapa anterior puede calcularse para determinar su concentracién molar.
Esto representa la cantidad maxima de antigeno unido a la biblioteca, y puede usarse para calcular las cantidades
necesarias (de 500x a 1000x) de la competicion por disociacion.

Puede anadirse un 10% de perlas prebloqueadas a una alicuota al 10% procedente de una biblioteca PROfusion
unida a antigeno y hacer girar durante aproximadamente 20 minutos a aproximadamente 4 °C. Las perlas pueden
lavarse 5 veces con 1 ml de tampdn de seleccién como se ha descrito anteriormente. Las perlas pueden contarse
para determinar el porcentaje de biblioteca PROfusién unida por antigeno antes de la seleccion por disociacion de la
siguiente manera:

% de recuperacion = 100 x (CPMperias / CPMproduccisn) X 10

C: Seleccion de biblioteca: competicion

Puede afiadirse un exceso molar de 1000 veces de competidor (por ejemplo antigeno o anticuerpo no modificado) a
la biblioteca PROfusion purificada con FLAG y hacer girar aproximadamente a 30 °C durante un tiempo
predeterminado que aplicara suficiente presion de seleccion para seleccionar clones con mejores disociaciones. La
biblioteca se enfria con hielo durante aproximadamente 1 a 2 minutos para disminuir la velocidad de disociacién
antes de la captura con perlas.

D: Seleccioén de biblioteca: captura

El tampdn de seleccidon usado para bloquear las Dynaperlas para la captura de bibliotecas puede retirarse por
centrifugacion y separacion magnética. La libreria unida a antigeno puede transferirse a Dynabeads prebloqueadas
(separadas del tampén), y hacer girar a 4 °C durante aproximadamente 20 minutos.

E: Seleccioén de biblioteca: lavado

Las Dynaperlas pueden recogerse por centrifugacion y separacion magnética de la biblioteca. El sobrenadante
puede retirarse con una punta de 1 ml (se usa una nueva punta de filtro para cada tubo de seleccion de biblioteca
para eliminar la contaminacién cruzada, como se ha descrito anteriormente).

Las perlas pueden lavarse dos veces con aproximadamente 1 ml de tampon de Primera Cadena 1X (SuperScript Il,
Invitrogen) como se ha descrito anteriormente. En el dltimo lavado, del 10 al 20% de la biblioteca puede extraerse a
un tubo distinto para el recuento para determinar la recuperacion de la biblioteca si se desea. Las Dynabeads
pueden capturarse por separacion magnética y pueden guardarse 100 pl de tampén de lavado para el recuento del
fondo. Las perlas pueden resuspenderse en agua (usando 14 parte del volumen de perlas de captura como se ha
calculado anteriormente).

F: Seleccién de biblioteca: recuento y calculo de la recuperacion
Puede contarse un 10 - 20% del ultimo lavado y las perlas. Se aconseja evitar el uso de mas de 100 pl de perlas, ya
que esto puede interrumpir los recuentos. El calculo de la recuperacion de seleccion de bibliotecas puede realizarse
usando la siguiente formula:

% de recuperacion de seleccion = 100 x CPMpeias Totales/ CPMproduccion Total
16. Transcripcion inversa de rendimientos de seleccion de biblioteca
La transcripcion inversa puede realizarse con Transcriptasa Inversa Superscript Il (Invitrogen™). El volumen de cada
reaccion se puede aumentar de acuerdo con el volumen de perlas después de la selecciéon. Los rendimientos
pueden analizarse por transcripcion inversa (RT, por las siglas Reverse Transcription) con pares de cebadores

apropiados. Por ejemplo, para bibliotecas kappa, pueden usarse los cebadores “Ck Reverse” o “Ck5-FLAGA20-Rev”,
para bibliotecas lambda pueden usarse los cebadores “CJL Reverse” o “CL5FLAGA20-Rev” y para la biblioteca VH
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humana de CMSP (Células Mononucleares de Sangre Periférica) pueden usarse los cebadores “Lib-GS-Rev” o “VH-
GSFLAGA20-Rev".

El cebador para la transcripcion inversa debe tener al menos la misma secuencia 5 terminal que la del siguiente
cebador inverso de la PCR, para impedir que queden cebadores residuales procedentes de la reaccion de
transcripcion inversa que crean productos de amplificaciéon que tienen diferentes secuencias 3’ terminales. Esto es
especialmente importante si en la RT se usan los cebadores “Ck Reverse”, “CJL Reverse” o “Lib-GS-Rev”’ mas
cortos porque cualquier cantidad residual de estos cebadores puede participar en la siguiente PCR y crear productos
que no tengan la cola de poli-A.

Tabla 1: Cebadores oligonucleotidicos usados para la amplificacion de rendimientos de seleccion de
bibliotecas

Ck Reverse GTCGTCGTCGTCCTTGTAGTCGAAGACAGA

TGGTGCAGCCACAGTTCG
Ck5-FlagA20 Rev TTTTTTTTTTTTTTTITTTTTAAATAGCGGATG

CCTTGTCGTCGTCGTCCTTGTAGTCGAAGACAGAT

GGTGCAGCCACA
CJL Reverse GTCGTCGTCGTCCTTGTAGTCAGTGACAGT

GGGGTTGGCCTTGGGCTGACCKAGGACGGT
CL5FLAG A20 Rev TTITTTTTTTTTTITITTITTAAATAGCGGATG

CCTTGTCGTCGTCGTCCTTGTAGTCAGTGACAGTG

GGGTTGGCCTTG
Lib-GS-Rev (VH, CMSP) | cGCTACCTCCGCCGCCAGAC

VH-GSFLAGAZ20-Rev TCTTTTTTTTTTTTTTTTTTAAATAGCGGATG
CTTTGTCATCATCATCTTTATAATCGCTACCTCCGC
CGCCAGAC

Condiciones de reaccion de RT ilustrativas

Para una reaccion de un volumen final de 200 pl, puede preparase una reaccion TR de la siguiente manera:

Perlas (en agua) Xl
dH.0 hasta 108 pl
cebador inverso 10 uM 2 ul
dNTP 10 mM 10

Incubar a 65 °C durante 5 minutos, enfriar con hielo. Afadir:

Tampén de Primera Cadena 5x 40 pl
DTTO0,1M 20 pl
RNase OUT 10 wl

La reaccion puede incubarse a 42 °C durante 2 minutos antes de afadir transcriptasa inversa SuperScript Il 10 pl. La
reaccion puede dividirse en alicuotas de 100 pl e incubarse a 42 °C durante 50 minutos con agitacion ocasional.
Después, los tubos pueden incubarse a 95 °C durante 5 minutos después de la reaccion. Las perlas pueden aislarse
y el sobrenadante transferirse a nuevos tubos. Tipicamente las muestras pueden agruparse si proceden de la misma
produccion de seleccion. Las perlas resuspendidas en agua (mitad del volumen de TR). Los tubos pueden incubarse
a 95 °C durante 5 minutos después de la reaccion y las perlas pueden capturarse con un iman, y el sobrenadante
puede agruparse con el sobrenadante previamente transferido. Esto representa el molde de ADNc para la
amplificaciéon por PCR de producciones de seleccion.
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17. Seleccion de biblioteca contra antigeno de superficie celular

Las principales diferencias entre la seleccion de bibliotecas PROfusiéon contra antigenos de superficie celular y
contra antigenos solubles marcados con biotina son que los grupos de ARNm en las moléculas PROfusion estan
protegidos de degradaciones por RNasa celular por complementacion del ADNc, y por tanto es necesario realizar la
transcripcién inversa en ADNc antes de realizar las selecciones de las bibliotecas. La reaccién de la transcripcion
inversa puede realizarse antes o después de la purificacion con FLAG dependiendo del volumen de biblioteca
después de la purificacion con oligo-dT. Es importante observar que el agente reductor DTT no debe incluirse en la
transcripcién inversa, o en cualquier etapa previa a la seleccion de bibliotecas, para conservar los enlaces disulfuro
intracatenarios de la molécula de scFv.

A: Preparacion de biblioteca después de purificacion con oligo dT

En una realizacién, puede usarse un volumen de traduccion inicial de 10 ml apropiado para la primera ronda de
seleccion, pero debe observarse que la siguiente metodologia puede adaptarse facilmente a reacciones de
traduccion mas pequenas.

Las moléculas PROfusion pueden traducirse y purificarse por oligo dT como se ha descrito anteriormente. La
biblioteca purificada debe recuperarse en un volumen de dH,O igual a o menor que el volumen de lisado de
reticulocitos usado para la traduccién. La produccion, tltimo tampén de lavado, y 10 ul de biblioteca pueden contarse
para determinar el rendimiento y el porcentaje de recuperacion, como se ha descrito anteriormente.

B: Unién a FLAG

La biblioteca purificada con oligo dT puede equilibrarse a una concentracion final de PBS 1X afiadiendo la 1/4 parte
de PBS 5X del volumen de la biblioteca. La cantidad de perlas de anti-FLAG M2 agarosa necesarias para capturar
todas las moléculas PROfusidon puede estimarse (por ejemplo, estimando la capacidad de unién de las perlas a
aproximadamente 6 nmol de proteina de fusion por ml de suspension al 50%). Para tener suficiente volumen de
perlas para la manipulacion durante la union y el lavado, se recomienda usar menos de 200 ul de las perlas
prelavadas. Puede usarse una punta de pipeta de calibre ancho para transferir anti-FLAG M2 agarosa a un tubo
nuevo. Las perlas pueden centrifugarse (a 1500 rpm durante 1 minuto) y el tampdn puede eliminarse. Las perlas
pueden lavarse de dos a tres veces con PBS 1 ml para eliminar cualquier pequefia cantidad de detergente presente
en el tampoén de conservacion. La biblioteca purificada con oligo dT puede transferirse en PBS 1X a las perlas de
anti-FLAG M2 agarosa lavadas y hacer girar a 4 °C durante 1 hora a una noche.

C: lavado con FLAG

Como una etapa opcional, las perlas de anti-FLAG M2 agarosa pueden centrifugarse a 1500 rpm durante 1 minuto, a
4 °C y desecharse el sobrenadante. Puede usarse PBS 1X para transferir las perlas sobre una columna Mini-spin de
Bio-Rad™ o una Columna de Centrifugacion en Microcentrifuga Invitrogen™ y después el tampoén puede retirarse
centrifugando a 1000 rpm durante 10 segundos. La columna de Invitrogen™ puede centrifugarse a mayor velocidad
(por ejemplo a 10.000 RPM si es posible). Las perlas pueden lavarse 4X con PBS 1 X 500 - 600 ul de y el PBS
puede centrifugarse a través de la columna. Las perlas pueden lavarse 2X con tampén de primera cadena 1 X RT
(sin DTT) 500 — 600. El flujo de paso puede desecharse, pero se aconseja guardar el ultimo lavado para realizar el
recuento por centelleo.

D: Elucién con FLAG

Las moléculas de PROfusion pueden eluirse afiadiendo 450 pl (obsérvese que, para volumenes de M2 agarosa mas
pequefios, pueden usarse 230 pl) de péptido FLAG 100 ug/ml en Tampon de Primera Cadena (sin DDT) que
contiene RNaseOUT a una dilucién 1:20 y después incubar la mezcla durante 10 minutos a temperatura ambiente.
El eluado puede recogerse centrifugando a 3000 rpm, o a mayor velocidad, durante 20 segundos. Esta etapa puede
repetirse una vez, y después las bibliotecas de ambas eluciones pueden agruparse.

E: Calculo de recuperacion con FLAG
En un contador beta se cuentan 5 - 10 pl de produccion de elucion y 100 pl del ultimo lavado. El % de recuperacion
de moléculas PROfusién puede calcularse de la siguiente manera (obsérvese que se espera una recuperacion del

10-30% o mayor):

= (CPMsaIida X V°|umensalida) I (CPMentrada X V°|umenentrada)
F: Transcripcion inversa

Pueden usarse los cebadores descritos en la seccidon 16 anterior
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Condiciones de reaccion de RT

Biblioteca PROfusién purificada 445l 890 pl

Cebador inverso 10 uM 5ul 10 pl
dNTP 10 mM 25l 50 pl
Superscript Il 25 ul 50 pl
Volumen total 500 W 1000 pl

La reaccion puede incubarse a 37 °C durante 1 hora, con o sin agitacion. La biblioteca puede equilibrarse para la
seleccion contra antigenos de superficie celular de la siguiente manera. Después de haberse completado la reaccion
de transcripcion inversa, a la mezcla de reaccion puede afiadirse NaCl5 M a 75 mM (15,3 Wla1 mly 7,5 a 500 pl de
reaccion). Si fuera necesario, para aumentar el volumen, a la biblioteca puede afadirse PBS adicional 1X. Antes de
la seleccion, a la biblioteca puede afadirse el siguiente reactivo de bloqueo.

Concentracion final
BSA, 50 mg/mi 21 ul 1 mg/ml
ADN de esperma de salmén, 10 mg/ml 10,5 ul 0,1 mg/ml

Puede ser necesaria una etapa de pre-aclarado para la seleccion de bibliotecas virgenes, pero puede omitirse si se
usa una biblioteca preparada a partir de un solo molde, por ejemplo una biblioteca preparada para maduracién por
afinidad.

Debe confirmarse, por citometria de flujo o analisis de transferencia de Western, que las células usadas para realizar
el pre-aclarado de la biblioteca (células sin contacto con antigeno) no tengan expresion de antigeno diana en la
superficie celular. Por ejemplo, estas células pueden ser las células parentales usadas para generar las lineas de
células estables que expresan el antigeno, que presentan una situacion en la que la unica diferencia con la proteina
de superficie conocida entre las células usadas para el pre-aclarado y para la seleccion deben ser en si mismo el
antigeno diana.

La cantidad de células que se necesita para pre-aclarar la biblioteca debe calcularse. Se trata de la cantidad de
células sin contacto con antigeno necesaria para pre-aclarar la biblioteca y es la misma cantidad que para realizar la
seleccion de bibliotecas. La cantidad de células (X) se calcula a partir de diversos niumeros: copias de antigenos
sobre la superficie de células que expresan el antigeno (C), tamario de la biblioteca para la seleccion (S = moles x 6
x 10%%) y fraccién de la biblioteca que se unira al antigeno diana (F). Esto puede calcularse aproximadamente
mediante esta formula que permite un exceso de 10 veces de antigeno diana o de fuerza de pre-aclarado:

X=10xSxF/C

Por ejemplo, suponiendo que un antigeno particular tiene un nimero de copias de superficie celular estimado de 1 x
10%, y que en una biblioteca de anticuerpos sin tratar de 10 pmol puede recuperarse menos del 0,05% (5 x 104) de la
biblioteca por unién a antigeno o adherencia de fondo. La cantidad de células necesaria para el pre-aclararado y la
seleccion es

X=10x{10x 107 x6x 10 x (5x 10%/( x 10 =3 x 10°

En la practica, la cantidad de células debe ser de 5 x 10° 0 mas para garantizar que después de realizar la
centrifugacion puede observarse sedimento celular.

G: Pre-aclarado de la biblioteca

La densidad celular puede contarse con un hemocitdmetro o con un contador Coulter y pueden transferirse
suficientes células a un tubo de centrifuga. Las células pueden centrifugarse a 1500 rpm a 4 °C, y resuspenderse
con mucho cuidado en PBS 1 ml enfriado con hielo. La suspension celular puede transferirse a un tubo de
microcentrifuga de 1,7 ml con tapa a rosca. Durante la transferencia con la pipeta hay que tener cuidado de no cortar
las células. Las células pueden centrifugarse a 1500 rpm y el PBS puede eliminarse. La etapa de lavado con PBS
puede repetirse por segunda vez. La biblioteca de la etapa 13.3.3 debe afiadirse inmediatamente a las células
resuspendidas cuidadosamente. Después, los tubos pueden sumergirse en un bafio enfriado con hielo, y agitarse
durante aproximadamente 60 minutos. Las células pueden centrifugarse a 1500 rpm y la biblioteca puede
transferirse a un nuevo tubo de células para un segundo pre-aclarado o para la seleccion de antigeno.

H: Seleccion de bibliotecas contra células que expresan antigenos

Se calcula la cantidad necesaria de células para la seleccién con antigeno. Esta cantidad es la misma que la
calculada anteriormente para pre-aclarar la biblioteca. La cantidad de células (X) se calcula a partir de diversos
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numeros: copias de antigenos sobre la superficie de células que expresan el antigeno (C), tamafo de la biblioteca
para la seleccion (S = moles x 6 x 10%%) y fraccién de la biblioteca que se unira al antigeno diana (F). Esto puede
calcularse aproximadamente mediante esta formula que permite un exceso de 10 veces de antigeno diana o de
fuerza de pre-aclarado:

X=10xSxF/C

I: Seleccion de biblioteca

La densidad de las células que expresan antigenos puede contarse con un hemocitémetro o con un contador Coulter
y pueden transferirse suficientes células que expresen antigeno al tubo de centrifuga.

Las células pueden centrifugarse a 1500 rpm a 4 °C, y resuspenderse con mucho cuidado en PBS 1 ml enfriado con
hielo. La suspension celular puede transferirse a un tubo de microcentrifuga de 1,7 ml con tapa a rosca. Durante la
transferencia con la pipeta hay que tener cuidado de no cortar las células. Las células se centrifugan a 1500 rpm, el
PBS se elimina y la etapa de lavado con PBS se repite por segunda vez. La biblioteca purificada y/o pre-aclarada
puede usarse inmediatamente para las células resuspendidas cuidadosamente. Los tubos pueden sumergirse en un
bafio enfriado con hielo y hacer girar durante 2 horas. Se centrifuga a 1500 rpm y se desecha el sobrenadante. Las
células pueden lavarse 4 veces con PBS 1 ml, centrifugarse a 1500 rpm y desecharse el sobrenadante. Las células
pueden resuspenderse en 500 pl de PBS. Si se desea, se cuenta hasta el 20% de células y ultimo lavado.

J: Recuperacién de rendimiento de biblioteca

A las células resuspendidas pueden afiadirse 5 pul de RNasa H (2 U/ul) e incubarse a 37 °C durante 20 minutos. Esto
producira la digestion del ARN y liberara el ADNc de la superficie celular. Las células pueden centrifugarse a 1500
rpm durante 30 segundos y el sobrenadante transferirse a un tubo nuevo. Las células pueden ahora desecharse.
Pueden afiadirse 5 pul de RNasa A (20 mg/ml) al sobrenadante e incubarse a 37 °C durante 30 minutos. Esto
degrada cualquier ARN celular que pueda haber procedente de células destruidas durante el proceso de seleccion.
El ADN degradado puede retirarse después por dialisis y asi se impide la interferencia con la amplificacion de la
biblioteca por PCR. Al sobrenadante se afiade el mismo volumen de fenol/CHCls/alcohol isoamilico (25:24:1) y se
somete a agitacion vorticial durante 30 segundos. La fase organica inferior puede separarse de la fase acuosa
superior por centrifugacion en tubos de 2 ml Phase Lock Gel Heavy (Eppendorf) a velocidad maxima durante 5
minutos. La fase acuosa superior puede transferirse a un tubo nuevo y la extraccidon se repite una vez con
fenol/CHCls/alcohol isoamilico (25:24:1) y una vez con CHCls. La fase acuosa superior después de la extraccion con
CHCI3 puede transferirse a un Kit de Mini Dialisis, limite de 8 kDa, 2 ml (GE healthcare) y dializarse durante una
noche a 4 °C frente a 4 litros de dH20.

K: Recuento y calculo de la recuperacion de seleccion de bibliotecas

Comenzando desde la Ronda 3 se realiza el recuento del 10 - 20% del dltimo lavado y de las células.
% de recuperacion de seleccion = 100 x CPMcgjuias Totales/ CPMproduccion Total

18. Reamplificacién de ADN de la biblioteca por RT-PCR

La transcripcion inversa puede realizarse usando el material capturado de la biblioteca. Los reactivos y los
protocolos conocidos en la técnica son adecuados para llevar a cabo la reaccién de transcripciéon inversa. El
volumen de la reaccién puede aumentarse o disminuirse de acuerdo con el volumen de las perlas después de la
seleccion.

Los cebadores usados para la transcripcidon inversa pueden ser cualquiera de las secuencias inversas
complementarias adecuadas localizadas en la region invariable del extremo 3’ de la biblioteca de anticuerpos y
pueden ser los mismos o ademas en direccion 3’ con respecto al cebador inverso a usar en una PCR de
amplificacién posterior.

Una reaccion de transcripcion inversa ejemplar contiene las perlas de la seleccion de bibliotecas (en agua), cebador
inverso y dNTP. Las reacciones se incuban a 65 °C durante aproximadamente 5 minutos y se enfrian en hielo.
Después a la reaccion se anaden tipicamente tampdn de sintesis de primera cadena, DTT a aproximadamente 0,1
M e inhibidor de RNasa. Las reacciones de transcripcion inversa se incuban a aproximadamente 42 °C durante 2
minutos antes de afadir la enzima transcriptasa inversa. Las reacciones se incuban a aproximadamente 42 °C
durante 50 minutos con agitacion ocasional. Después, las reacciones se incuban a 95 °C durante 5 minutos.
Después las perlas se recogen con un iman, y el sobrenadante se transfiere a nuevos tubos, y se agrupa si procede
del mismo resultado de seleccion. Las perlas se resuspenden en agua (la mitad del volumen de la RT), y se incuban
en tubos a 95 °C durante 5 minutos. Las perlas se recogen de nuevo usando un iman, y el sobrenadante se agrupa
con el sobrenadante previamente transferido. Esto contiene el molde de ADNc para la amplificaciéon por PCR del
resultado de seleccion. Después de la PCR, se cargan 10 pl de producto PCR sobre un gel de agarosa al 2% para
confirmar que la reaccién se ha producido satisfactoriamente.
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19. PCR para realizar la amplificacion del molde de ADN de la biblioteca

Para resultados de seleccion de la primera y segunda ronda, el ADNc (sobrenadantes de reacciones RT) puede
dializarse contra agua usando un limite de 8 kDa y puede usarse toda la cantidad de ADNc como molde para la
PCR. Para resultados de seleccion de rondas posteriores, puede usarse tipicamente el 10% de ADNc como molde
para la PCR, y la didlisis no es tipicamente necesaria. Las reacciones pueden realizarse en volumenes de PCR de 1
ml para resultados de la ronda 1 y 2 (usando todos los productos de la RT), mientras que los volimenes de reaccion
pueden aumentarse para resultados de rondas posteriores. Deben prepararse alicuotas para reacciones de 100 pl a
partir de una mezcla maestra. En la Tabla 2 siguiente se muestra una reaccion de PCR ejemplar por amplificacion
del molde de ADN de la biblioteca.

Tabla 2: Reaccion de PCR ejemplar por amplificacion del molde de ADN de la biblioteca

Molde de ADN Xl
Anadir dH20 hasta 740 pl
Tampon KOD 10X 100 pl
MgSO4 (25 mM) 60 ul
dNTP 10 mM 20 ul
Cebador directo 5’ (10 uM) 30
Cebador inverso 3’ (10 uM) 30
ADN Polimerasa KOD Hot Start 20 yl
Volumen total 1000 pl*

En una realizacion ejemplar, se usan reacciones PCR de 1 ml para resultados de ronda 1y 2 y se usan reacciones
de 0,5 ml para resultados de rondas posteriores. Deben prepararse alicuotas de reacciones de 100 pl a partir de una
mezcla maestra. En la Tabla 3 siguiente se muestran las condiciones de ciclados térmicos ejemplares para la
amplificacién del molde de ADN de la biblioteca.

Tabla 3: Reaccion PCR alternativa ejemplar para la amplificacion del molde de ADN de la biblioteca

Molde de ADNc Xu
dH;0 afadir hasta 790 pl
Tampon Taq ADN Polimerasa de Alta Fidelidad 10X 100 pl
MgSO4 (50 mM) 40 ul
dNTP 10 mM 20 ul
Cebador directo 5’ (10 uM) 20 ul
Cebador inverso 3’ (10 uM) 20
Taq ADN Polimerasa de Alta Fidelidad 10 pl
Volumen total 1000 ul

En una realizacion ejemplar, se usan reacciones PCR de 1 ml para resultados de ronda 1y 2 y se usan reacciones
de 0,5 ml para resultados de rondas posteriores. A partir de una mezcla maestra deben prepararse alicuotas de 100
ul. En la Tabla 4 siguiente se muestran las condiciones de ciclados térmicos ejemplares para la amplificacion del
molde de ADN de la biblioteca.

Tabla 4: Otra reaccion PCR alternativa ejemplar para la amplificacion del molde de ADN de la biblioteca

Molde de ADN Xl
dH;0 afadir hasta 660 pl
Tampon KOD 10X 100 pl
MgSO4 (25 mM) 60 ul
dNTP 2 mM 100 pl
Cebador directo 5’ (10 uM) 30
Cebador inverso 3’ (10 uM) 30
ADN Polimerasa KOD Hot Start 20 ul
Volumen total 1000 pl*

Condiciones de ciclado térmico para la amplificacion del molde de ADN de la biblioteca

95°C 2 minutos
!
95°C 20 segundos }
55°C 10 segundos } 20 ciclos*
70 °C 15 segundos }
!
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70 °C 30 segundos
l
4°C Mantener siempre

*Observacion: tipicamente pueden usarse de 18 a 20 ciclos de amplificacién con ADN Polimerasa KOD Hot Start, sin
embargo, solo 13 ciclos pueden ser satisfactorios para amplificar una cantidad suficiente de ADN de biblioteca.
Productos no especificos de diversos tamafos pueden hacerse mas evidentes con ciclos de amplificacion
adicionales, y el producto puede requerir purificarse con gel. Si es posible, puede ser util aumentar la entrada de
molde de ADN en lugar del nimero de ciclos de amplificacion.

Tabla 5: Condiciones de ciclado térmico para la amplificacién del molde de ADN de la biblioteca

94 °C 2 minutos
!
94 °C 20 segundos }
55°C 20 segundos } 25 ciclos*
68 °C 1 minuto }
!
68 °C 5 minutos
!
4°C Mantener siempre

*Observacion: tipicamente 25 ciclos proporcionan suficiente amplificacion pero para obtener mas productos puede
aumentarse hasta tanto como 35 ciclos. Con ciclos de amplificaciéon adicionales, productos no especificos de
diversos tamafios pueden hacerse mas evidentes y el producto puede precisar purificarse con gel. Si es posible,
puede ser Util para aumentar la entrada de molde ADN en lugar del numero de ciclos de amplificacion.

Después de la PCR, el tamafio del producto PCR se confirma, por ejemplo, por electroforesis en gel de agarosa. Si
los productos tienen el tamafio correcto (- 850 pb para scFv, ~ 500 pb para la biblioteca de VH o VL) y se presentan
productos inespecificos minimos, los productos pueden usarse generalmente bien directamente en la reaccion de
transcripcion de la siguiente ronda, o después de la purificacion con una columna de centrifugacion (por ejemplo Kit
de Purificacion PCR QIAquick de Qiagen™). En algunos casos, los productos PCR pueden requerir purificarse con
gel. Si va a usarse la purificacion con gel para productos PCR, se separan todos los productos restantes sobre un
gel de agarosa preparativo y se corta la banda especifica para la extraccion con gel. La cuantificacion de ADN
purificado con gel puede ser confusa, ya que el EtBr residual en el ADN tiende a interferir con la absorbancia UV.
Una etapa de lavado mas amplia durante la extraccion con gel puede ayudar a aliviar esta interferencia. Si fuera
posible, la concentracion de ADN debe medirse en un espectrofotometro, ya que las trazas de barrido UV son muy
diferentes entre una muestra de ADN limpia y un ADN con EtBr residual. Este protocolo se repite posteriormente
para realizar rondas de seleccién multiples.

A: Espectrotipificacion por PCR de la CDR3 VH

Para analizar las distribuciones de tamarfio de la CDR3 VH en la biblioteca, o sus resultados de seleccion, puede
usarse espectrotipificacion por PCR. Se trata de una herramienta util para evaluar la diversidad de las bibliotecas,
asi como el avance de las selecciones. Las pocas rondas iniciales de los resultados de la seleccion de las
bibliotecas y de la biblioteca antes de la selecciéon deben ser muy diversas y la distribucion del tamafio de la CDR3
se aproxima a una distribuciéon Gaussiana.

Tabla 6: Cebadores de espectrotipificacion por PCR

6-FAM-PanVHFR3-Fwd |GACACGGCCGTGTATTACTGT
PanJH-Rev GCTGAGGAGACGGTGACC

Preparacién de espectrotipificacion por PCR

Molde de ADNc 2,0
dH.0 18,1 ul
Tampon de reaccion GoTaq Flexi 5X 6,0
MgCl, 25 mM 1,8 ul
dNTP 10 mM 0,6
Cebador directo 5’ (10 uM) 0,6
Cebador inverso 3’ (10 uM) 0,6
GoTaq Flexi ADN polimerasa 0,3 ul
Volumen total 30,0 wl

En esta preparacion se us6 GoTaqg ADN polimerasa de Promega pero puede sustituirse por ADN polimerasas
termoestables de otras fuentes. La concentracion final de Mg2+ es 1,5 mM.
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Programa de ciclado térmico
94 °C 2 minutos

!
94 °C 20 segundos}
55°C 20 segundos } 30 ciclos*
72°C 30 segundos}

!
72°C 5 minutos
!

4°C  Mantener siempre

B: Electroforesis y analisis por espectrotipificacion

Después de la PCR, para confirmar el éxito de la reaccion pueden cargarse 10 ul de producto en un gel de agarosa
al 2% y el producto restante puede remitirse a una instalacion central se secuenciacion por electroforesis y
espectrotipificacion en una secuenciadora, junto con un marcador de tamafio de ADN marcado con ROX, que

generalmente subestima el tamafo del producto de ADN a 3 pb, posiblemente debido a la diferencia en los
colorantes de marcacion.

El producto de ADN amplificado tiene la siguiente organizacion:
5-FR3 (27 pb)-VH CDR3-FR4 (35 pb)-3’

El tamafio de VH CDR3 se deduce del tamafio del producto de ADN aparente, determinado por el marcador de
tamafio colorante Rox mediante el siguiente calculo:

Tarnar-:|0VH CDR3 = (TamaﬁoTamaﬁo del producto de ADN aparente — 60) 13

Donde 60 = (62Armazones en ambos extremos — 1saliente Aen3 * 3subestimaci(’)n del marcador de ADN)
16. Reactivos ejemplares y composiciones del tampon
Tampon de ligamiento quimico 10X
Tris, pH 7 250 mM
NaCl 1™

Tampon de union oligo-dT 1X 2X 3X

Tris, pH 8 100 200 300 mM

NaCl 1 2 3M

Triton X-100 0,05 0,1 0,15%
Tampon de unién FLAG 1X 5X

Tampén basado en fosfato

PBS 1X 5X
Triton X-100 0,025 0,125%
Tampon alternativo basado en HEPES
HEPES 50 250 mM
NaCl 150 750 mM
Triton X-100 0,025 0,125%

Tampon de seleccion

Tampén basado en fosfato

PBS 1X

BSA 1 mg/mi
ADN de esperma de salmén 0,1 mg/mi
Tritéon X-100 0,025%

ARNt de levadura (opcional, afadir antes del uso) 20 ng/ml
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Tampon alternativo basado en HEPES

HEPES 50 mM
NaCl 150 mM
BSA 1 mg/mi
ADN de esperma de salmon 0.1 mg/mi
Tritén X-100 0,025%

ARNt de levadura (opcional, afiadir antes del uso) 20 ng/ml

Tampon de primera cadena

Tris-HCI, pH 8,3 250 mM
KCI 375 mM
MgCl, 15 mM

Solucion madre FLAG 50X
Péptido FLAG 25 mg
Tampon de seleccion 5mil
Preparar alicuotas de 1 ml y conservar a -20 °C.

Solucion de elucion FLAG
Solucion madre FLAG 50X 1 ml
Tampon de seleccion 49 ml
Preparar alicuotas de 1 ml y conservar a -20 °C

Preparacion de oligo-dT celulosa

Pesar 2,5 g de oligo-dT celulosa en un tubo de 50 ml.

Anadir 25 ml de NaOH 0,1 N y mezclar.

Centrifugar a 1500 rpm durante 3 minutos, desechar el sobrenadante. Lavar la oligo-dT celulosa con 25 ml de
tampon de union Oligo-dT 1X. Centrifugar a 1500 rpm durante 3 minutos, desechar el sobrenadante. Repetir el
lavado 3 veces mas y medir el pH del sobrenadante. El pH debe ser igual al del tampon de lavado (~ pH 8,5).
Resuspender la oligo-dT celulosa a un volumen final de 25 ml afiadiendo tampdn de unién Oligo-dT 1X. Esto puede
ser aproximadamente una suspension del 50%. Conservar la perlas de celulosa prelavadas a 4 °C.

Concentracion final = 100 mg/ml = capacidad de ARN 1 nmol.

Preparacion de anti-FLAG M2 agorosa

Transferir 25 ml de perlas M2 agarosa en un tubo de 50 ml. Centrifugar las perlas durante 5 minutos a 1000 rpm en
una centrifuga Beckman y retirar el sobrenadante por aspiracion. Lavar resuspendiendo las perlas en un mismo
volumen de glicina 10 mM, pH 3,5.

Centrifugar las perlas durante 5 minutos a 1000 rpm en un centrifuga Beckman y retirar el sobrenadante por
aspiracion. Resuspender con un volumen de columna de tampoén de unidn FLAG 1X. Centrifugar la suspension
durante 5 minutos a 1000 rpm en una centrifuga Beckman y retirar el sobrenadante por aspiracion.

Repetir el lavado 3 veces.

Resuspender con un volumen de columna de tampén de unién 1X (que contiene BSA 1 mg/ml y ADN de esperma de
salmon 100 mg/ml). Mover durante 1 hora o durante una noche a 4 °C.

Separar alicuotas en fracciones de 2 ml si se desea y guardar a 4 °C.

EJEMPLO 1

DEMOSTRACION DE MOLECULAS DE ARNm-scFv FUNCIONALES

Se utilizaron cuatro anticuerpos conocidos para demostrar que las moléculas de ARNm-scFv funcionales podian
presentarse y unirse a su antigeno respectivo: D2E7 (anti-hTNF humano), Y61 (anti-hIL-12 humano), 17/9 (anti-HA

de raton) y MAK195 (anti-hTNF de raton). EI MAK-195 scFv se generé por PCR a partir de ADN plasmidico usando
los cebadores mostrados en la siguiente Tabla 7.
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Tabla 7: Cebadores oligonucleotidicos usados para la construccion de construcciones MAK195 ARNm-scFv

Cebadores
T7-MAK195VH-Fwd (Directo)

MAK195VhGS-Rev (Inverso)

MAK195VLGS- Fwd (Directo)

MAK195VL- Rev (Inverso)

Secuencias

TAATACGACTCACTATAGGGACAATTACTATTT
ACAATTACACCATGGAGGTGCAGCTGAAGGAG

TCAGG (SEC ID N® 22)
CGATCCGCCACCGCCAGAGCCACCTCCGCCTGA

ACCGCCTCCACCTGCAGAGACAGTGACCAGAGT

CC (SEC ID Ne; 23)
GGTGGAGGCGGTTCAGGCGGAGGTGGCTCTGG

CGGTGGCGGATCGGACATTGTGATGACCCAGTC

TC (SEC ID N°: 24)
GATGGTGCAGCCACCGTACGTTTTATITCCAAC

TTTGTCCCCGAG (SEC ID N°: 25)

Se generd un anti-HA 17/9 scFv (véase Schulze-Gahmen et al. (1993) J. Mol. Biol. 234(4): 1098-118) por PCR
usando los siguientes cebadores en base a secuencias de proteina A31790 y B31790 descargadas de las bases de
datos del NCBI (véase la Tabla 10 mas adelante).

Tabla 8: Cebadores oligonucleotidicos usados para la construcciéon de construcciones 17/9 ARNm-scFv

Cebadores

Secuencias

T7TMVUTR-17/9 VH-1 Fwd

17/9 VH-2 Rev

17/9 VH-3 Fwd

17/9 VH-4 Rev

17/9 VH-5 Fwd

17/9 VH-6 Rev

GGACAATTACTATTTACAATTACACCATGGAAG
TGCAGCTGOGTGGAAAGCGGCGGCGATCTGGTG

AAACC (SEC ID N° 26)
GCTGCTAAAGCTAAAGCCGCTCGCCGCGCAGCT

CAGTTTCAGGCTGCCGCCCGOGTTTCACCAGATC

GCCG(SEC ID N° 27)
GGCTTTAGCTTTAGCAGCTATGGCATGAGCTGG

GTGCGCCAGACCCCGGATAAACGCCTGGAATG

GGTGG (SEC ID N°: 28)
GCCTTTCACGCTATCCGGATAATAGGTATAGCC

GCCGCCOTTGCTAATGGTCGCCACCCATTCCAG

GCGT (SEC ID N°: 29)
CCGGATAGCGTGAAAGGCCGCTTTACCATTAGC

CGCGATAACGCGAAAAACACCCTGTATCTGCAG

ATG(SEC ID N°: 30)
GTTCGCGGOGCGCGCAATAATACATCGCGCTAT

CTTCGCTTTTCAGGCTGCTCATCTGCAGATACA
GGGT (SEC ID N°: 31)
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Cebadores

Secuencias

17/9 VH-7 Fwd

17/9 VH-8 GS Rev

GS-17/9 VL-1 Fwd

17/9 VL-2 Rev

17/9 VL-3 Fwd

17/9 VL-4 Rev

17/9 VL-5 Fwd

17/9 VL-6 Rev

17/9 VL-7 Fwd

17/9 VL-8 FLAG Rev

ATTGCGCGCGCCGCGAACGCTATGATGAAAAC
GGCTTTGCGTATTGGGGCCAGGGCACCCTGGTG

ACCGT (SEC ID N°: 32)
CGATCCGCCACCGCCGCTGCCACCTCCGCCTGA

ACCGCCTCCACCCGCGCTCACGGTCACCAGGGT

GCCC (SEC ID N°: 33)
AGCGGCGGTGGCGGATCGGATATTGTGATGACC

CAGAGCCCGAGCAGCCTGACCGTGACCGCGGG

CGAAA (SEC ID N°: 34)
TGTTTGCCGCTGTTAAACAGGCTCTGGCTGCTG

GTGCAGCTCATGGTCACTTTTTCGCCCGCGGTC
ACGG (SEC ID Ne: 35)

GTTTAACAGCGGCAAACAGAAAAACTATCTGA
CCTGGTATCAGCAGAAACCGGGCCAGCCGCCG

AAAGTG(SEC ID Ne; 36)
CGGTAAAGCGATCCGGCACGCCGCTTTCGCGGG

TGCTCGCCCAATAAATCAGCACTTTCGGCGGCT

GGCC (SEC ID N°: 37)
TGCCGGATCGCTTTACCGGCAGCGGCAGCGGCA

CCGATTTTACCCTGACCATTAGCAGCGTGCAGG

CGGA (SEC ID N°: 38)
AAAGGTCAGCGGGTTGCTATAATCGTTCTGGCA

ATAATACACCGCCAGATCTTCCGCCTGCACGCT

GCTA (SEC ID N°: 39)
AGCAACCCGCTGACCTTTGGCGGCGGCACCAAA

CTGGAACTGAAACGTACGGTGGCTGCACCATCT

GTCT (SEC ID N°: 40)
TTAAATAGCGGATGCCTTGTCGTCGTCGTCCTT

GTAGTCGATGAAGACAGATGGTGCAGCCACC
(SEC ID N°; 41)

La secuencia del anticuerpo 17/9 se obtuvo de la base de datos del NCBI usando los nimeros de registro A31790 y

B31790.

Las construcciones de ADN para estos scFv se transcribieron in vitro y después se tradujeron por lisado de
reticulocitos de conejo bien como ARNm-scFv (la proteina estaba unida al ARNm mediante un conector con
modificacion usando puromicina) o como scFv libre (la proteina no estaba unida a ARNm). Ambos tipos de
moléculas se purificaron y se sometieron a ensayos de interaccion (pull-down) con antigenos marcados con biotina

correspondientes (véase la Figura 4).
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Los datos mostrados en la Figura 4 muestran que el ARNm-scFv funcional (unido a antigeno marcado con biotina)
puede interaccionar con perlas magnéticas de estreptavidina, aunque a un porcentaje de recuperacion mas bajo
que el scFv libre. Experimentos adicionales mostraron que esta diferencia se debia simplemente al ARN pesado en
contacto con el scFv. La degradacion con RNasa de la parte de ARN de la molécula ARNm-scFv restablecio la
recuperacion de scFv con antigeno al mismo nivel que el del scFv libre (véase la Figura 5).

EJEMPLO 2

OPTIMIZACION DE LA TECNOLOGIA DE PRESENTACION DE ARNm PARA MEJORAR LA REACCION DE
TRADUCCION

En una realizacion preferida, el tamafio de la biblioteca es de 1 x 10"2. Aproximadamente se requieren 20 pmol de la
proteina fusionada (por ejemplo, 1,2 x 10™) para la seleccidn con objeto de cubrir 12 veces el tamafio de biblioteca.
La recuperaciéon después de la purificacion con FLAG es tipicamente de aproximadamente 30%. Por lo tanto,
después de la purificacion con Oligo-dT se necesitan aproximadamente 60 pmol de la proteina fusionada para la
entrada en la purificacion con FLAG. En una realizacion, se obtienen aproximadamente 1,2 pmol de proteina
fusionada por 100 pmol de ARN después de purificacion con Oligo-dT. En esta realizacion, se necesitan
aproximadamente 5 nmol de ARN (que cubre 3000 veces el tamafio de la biblioteca) para obtener 60 pmol de
proteina fusionada. Obsérvese que este calculo no tiene en cuenta la observacion de que solo aproximadamente el
20-30% de las moléculas de presentacion de ARN fusionadas son funcionales (pueden recuperarse después de la
seleccion).

Debido a la cantidad anteriormente mencionada de la proteina fusionada necesaria para etapas posteriores del
método de presentaciéon de ARNm, la reaccién de traduccién se optimizé para maximizar la recuperacion de
proteina. La modificaciéon de la cantidad inicial de entrada de ARN en la reaccion de traduccién se evalué después
de purificaciéon con FLAG. La recuperacion de proteina se evalu6 midiendo el porcentaje de S* metionina
incorporada durante la reaccion de traduccion y calculando la proporcién de pmol de proteina (salida) con respecto a
pmol de ARN (entrada). Las cantidades de partida del ARN de entrada ensayadas, asi como la recuperacion de
proteina resultante, se muestran en la Tabla 9. Como se demuestra con este analisis, una menor entrada de ARN
conduce sorprendentemente a un mayor porcentaje de recuperacion de proteina.

Tabla 9: Relacion entre entrada de ARN y recuperacion de proteina

Entrada de ARN en la traduccién Después de purificacion con FLAG
(para 1 vial de lisado) = _

% de S Met pmol de Proteina/pmol de
incorporada ARN

400 pmol 0,40% 1/400 = 0,25%

200 pmol 0,67% 1,7/200 = 0,85%

100 pmol 0,99% 2,5/100 = 2,5%

50 pmol 0,76% 1,9/50 = 3,8%

25 pmol 0,73% 1,8/25=7,2%

La reaccién de traducciéon también se realizé usando diferentes cantidades de la mezcla de aminoacido libre para
determinar el efecto sobre la recuperacion de proteina. Las cantidades de partida relativas de la mezcla de
aminoacidos ensayada, asi como la recuperacion de proteina resultante, se muestran en la Tabla 13. La entrada de
ARN en cada caso fue de 50 pmol. Como demuestra este analisis, el aumento del conjunto de aminoacidos conduce
a disminuir la eficacia de la traduccion.

Tabla 10: Relacion entre concentracion de aminoacidos y recuperacion de proteina

Mezcla de aminoacidos Después de purificacion con FLAG
% de S Met incorporada pmol de Proteina/pmol
de ARN
1x 1,60% 2/50 = 4%
2X 0,42% 0,5/50 = 1%
3x 0,13% 0,77/50 = 0,3%
4x 0,03% 0,04/50 = 0,07%
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También se ensayaron diferentes cantidades de metionina “fria” (es decir, no-radioactiva) con respecto a su efecto
sobre la eficacia de la traduccion. Las diferentes concentraciones de metionina fria que se ensayaron asi como la
recuperacion de proteina resultante se muestran en la Tabla 14. La salida de ARN en cada caso fue de 50 pmol.
Como demuestra este analisis, el aumento de la entrada de metionina fria no conduce a un aumento en la eficacia
de la traduccion.

Tabla 11: Relacion entre concentracion de metionina fria y recuperacion de proteina

Concentracion de Metionina Después de purificacion con FLAG
Fria
% de S Met incorporada | pmol de Proteina/pmol
de ARN
5uM 1,00% 1,31/50 = 2,6%
17,5 uM 0,23% 1,15/50 = 2,3%
30 uM 0,20% 1,52/50 = 3,0%
42,5 uM 0,15% 1,58/50 = 3,2%

La entrada de ARN vy la concentracién de aminoacidos deben por tanto tenerse en cuenta cuando se planifica la
reaccion de traduccién para presentacion de ARNm. Aunque la disminucién de la entrada de ARN en cada reaccion
puede mejorar la recuperacion de proteina, esto también puede influir sobre el tamafio de la biblioteca. En la Tabla
12 se muestra una reaccion de traduccion de ARN ejemplar que puede ser Util en la realizacion practica del método
de presentacion de ARNm de la presente invencion.

Tabla 12: Reaccion de traduccion de ARN ejemplar

ARN trascrito in vitro 100 pmol = 29-36 pg

Mezcla de traduccion (incluyendo mezcla de aminoacidos, sin incluir 15 pl

metionina)

S Metionina 2 ul

Lisado de reticulocitos 200 pl

GSSG 100 mM/GSH 10 mM 3,3 ul

PDI (1 U/ul) 6 ul

H.0 hasta 300 pl

Condiciones de reaccion 30 °C durante 60-90
minutos

EJEMPLO 3

OPTIMIZACION DE LA TECNOLOGIA DE PRESENTACION DE ARNm POR SELECCION DE scFv - LONGITUD
ESPACIADORA

Previamente se habia propuesto que una longitud espaciadora larga entre la proteina scFv y el extremo del ARNm
mejoraria el plegamiento y la funcion de scFv (véase Hanes et al. (1997) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94 (10): 4937-
42). Por consiguiente, se investigd el efecto de la longitud espaciadora entre el scFv y el sitio de hibridacion del
conector sobre la funcion y el rendimiento de la molécula ARNm-scFv (véase la Figura 6). Se prepararon tres
construcciones diferentes de D2E7 scFv con espaciadores corto, medio y largo en direccion 3’ y dos construcciones
espaciadoras corta y larga para Y61 y 17/9 scFv (véase la Figura 8 para construcciones espaciadoras de D2E7). Los
resultados, representados en la Figura 7, muestran que un espaciador mas largo no proporciona ventajas medibles
en la funcién de la molécula ARNm-scFv, evaluado por unién a antigeno. Ademas, una longitud espaciadora mas
larga reduce significativamente el rendimiento de ARNm-scFv (véase la Figura 7). Los rendimientos de ARN también
fueron menores con un espaciador mas largo: el espaciador corto produjo 6 nmol de ARN, el espaciador medio
produjo 3,4 nmol de ARN y el espaciador largo produjo 1,7 nmol. Por lo tanto, en una realizaciéon, para la
construccién de una biblioteca de scFv se prefiere un espaciador corto.

La comparacion de diferentes espaciadores y conectores también se realizdé usando tres construcciones de Y61
diferentes (véase la Figura 23). Los resultados, mostrados a continuacién en la Tabla 13, muestran que los
rendimientos de ARN fueron también menores con un espaciador mas largo. Ademas, no hubo diferencias en las
purificaciones de la molécula de ARNm ni unién a antigeno desplazando la cola poli-A desde el propio ARNm (Y61-
scGene3pA) al conector de ADN entre el ARNm y la proteina scFv (Y61-scGene3) ya que la proteina scFv es
idéntica entre estas dos construcciones como se muestra en la SEC ID N° 10 y SEC ID N°: 4, respectivamente
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Tabla 13: Comparacion de diferentes espaciadores y conectores

Porcentaje de recuperacion
Construccion Purificacion con oligo | Purificacion con |IL-12 (seleccion 50 nM)
dT FLAG
Y61-scCL-corta 1,00% 51,3% 21,1%
Y61-scGene3 0,46% 50,3% 8,0%
Y61-scGene3pA 0,45% 47,4% 6,1%

Como se muestra mas adelante, 17/9 requiere PDI durante la traduccion para ser funcional, y se observé que el DTT
en la reaccion de transcripcion inversa antes de la seleccion influia sobre su unién al antigeno. Como estos
resultados indican, los enlaces disulfuro son esenciales para la funcién de 17/9, y esto hace que 17/9 sea un buen
candidato para investigar los requisitos de la longitud espaciadora. La Figura 9 muestra que, aunque una longitud
espaciadora mas larga no mejora la unién de la molécula ARNm-scFv con el antigeno, si reduce su rendimiento.

EJEMPLO 4

OPTIMIZACION DE LA TECNOLOGIA DE PRESENTACION DE ARNm PARA MEJORAR EL PLEGAMIENTO DE
LA PROTEINA scFv Y FUNCION-OMISION DE MODIFICACION QUIMICA SOBRE RESTOS DE CISTEINA

La tecnologia de presentacion de ARN mensajero en la técnica incluye una reaccién de proteccion quimica sobre
restos de cisteina libres para impedir la formaciéon de enlaces disulfuro de cisteina no deseables por acido 2- nitro- 5-
tiocianatobenzoico, que produce cianilacion, o por N-etiimaleimida, que se une covalentemente al grupo sulfhidrilo.
Aunque esta reaccion de proteccion elimina la posibilidad de plegamiento erréneo de la proteina, ocasionado por
entrecruzamiento al azar de los restos de cisteina libres, la presente invencion elimina la conservacion artificial de la
cisteina libre dentro de un anticuerpo, lo cual puede ser un perjuicio para su futura factibilidad de fabricacion debido
a propiedades fisicas o quimicas imprevisibles. La etapa de protecciéon quimica se eliminé de tal manera que durante
la seleccion de bibliotecas no se conservé de manera activa cualquier cisteina libre extra por encima de las cuatro
cisteinas necesarias para el plegamiento del dominio scFv de Ig.

EJEMPLO 5

OPTIMIZACJON DE LA TECNO!.OGiA DE PRESENTACION DE ARNm PARA MEJORAR EL PLEGAMIENTO Y
LA FUNCION DE LA PROTEINA scFv - NECESIDAD DE UNA ACTIVIDAD DE PROTEINA DISULFURO
ISOMERASA CO-TRADUCCIONAL

Se ha sugerido que la PDI contribuye a mejorar la funcion y la secreciéon de proteinas por actividad isomerasa o
chaperona o ambas (véase Shusta et al. Nat Biotechnol 16 (8): 773- 7; Smith et al. Biotechnol Bioeng 85 (3): 340-
50). Por cada secuencia scFv se codifican dos enlaces disulfuro intradominio de Ig, uno en el dominio VH y el otro
en el domino VL. Se ha sugerido que una actividad de proteina disulfuro isomerasa (PDI) co-traduccional es crucial
para la correcta formacion de enlaces disulfuro in vitro (véase Ryabova et al. Nat Biotechnol 15 (1): 79- 84). Los
protocolos de presentacion de ARNm en la técnica han estipulado la inclusion de (PDI) en la reaccion de traduccion.

Para ensayar su necesidad de actividad PDI en el sistema de presentacion de ARNm se usaron scFv de D2E7, Y61
y 17/9. Los resultados mostraron que dos de los scFv (D2E7 y 17/9) no se unirian a su antigeno afin sin PDI durante
su generacion, mientras que Y61 parecid no verse afectado (véase la Figura 10). Se llegé a la conclusion de que,
para garantizar una funcién de scFv maxima, a un gran nivel de bibliotecas de anticuerpos, de alta diversidad, se
necesitaria actividad PDI.

También se ensayo la recuperacion y la funcionalidad de scFv de D2E7 traducido con o sin PDI adicional afiadida.
La reaccion de traduccion incluyd 1 tubo de lisado (200 wl), ARN espaciador corto D2E7 100 pmol, PDI y
GSSG/GSH. La traduccion sin PDI excluyé PDI y GSSG/GSH. La proteina traducida se recuperé mediante
purificacion con FLAG y la cantidad recuperada se cuantific. Después, se realizd la recuperacion/union a antigeno
con TNFa marcado con biotina 50 mM e iguales entradas para cada uno, 100000 cpm. Los resultados se muestran
en la siguiente Tabla 14.

Tabla 14: Ensayo de scFv D2E7 +/- PDI

Traduccion Recuperacion con Recuperacion con FLAG | Recuperacion de Unién a
FLAG (cpm) (% de entrada) Antigeno
D2E7 + PDI 290000 cpm 1,6% 25%
D2E?7 - PDI 460000 cpm 2,5% 4%
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Tabla 15: Y61-Sccl-Corto no requiere PDI durante la traduccion para su funcionalidad

PDI RT % de Recuperacion
Purificacion con oligo| Purificacion con Seleccion con IL-12
dT FLAG (50 nM)
No No 0,57% 34,0% 18,9%
No Si 9,2% 20,8%
Si No 0,50% 31,9% 24,3%
Si Si 9,8% 22,7%

Los resultados que muestran que 17/9 requiere PDI durante la traducciéon para su funcionalidad se muestran en la

siguiente Tabla 16.

Tabla 16: 17/9 requiere PDI durante la traduccion para su funcionalidad

PDI % de Recuperacion
Purificacion con oligo| Purificacion con | Seleccion con HA (50 | Seleccion sin Ag
dT FLAG nM)
Proteina libre No N/D N/D 3,3% N/D
Si 30,5% 0,7%
Proteina ligada |[No 3,4% 27,6% 2,3% N/D
Si 2,5% 39,3% 12,4% 0,8%

EJEMPLO 6

OPTIMIZAQIC')N DE LA TECNOLOGiA DE PRESENTACION DE ARNm PARA MEJORAR EL PLEGAMIENTO Y
LA FUNCION DE LA PROTEINA scFv - ELIMINACION DE DITIOTREITOL DE LA REACCION

El ditiotreitol (DTT) es un agente reductor que normalmente se introduce en las reacciones enzimaticas para
minimizar la agregacion de proteinas y reducir la oxidacion de las mismas. También se usa tipicamente en la
reaccion de transcripcion inversa (RT, Reverse Transcription) después de la etapa de traduccion in vitro de las
moléculas de ARNm de scFv. Dado que su inclusién puede reducir los dos enlaces disulfuro intracatenarios en una
molécula scFv, que se producen por actividad PDI, se investigo el posible efecto del DTT sobre la funcién de union
de scFv al antigeno (véase la Figura 11). La presencia de DTT anul6 significativamente la actividad de unién de scFv
de 17/9 al antigeno después de la RT, lo que esta en consonancia con la dependencia de actividad PDI para la
funcién de 17/9 mostrada en la Figura 11. Esta pérdida de actividad de unién al antigeno no se debié a la propia
reaccion de RT, ya que la mayor actividad de unién al antigeno de 17/9 se conservaba si el DTT se omitia de la RT.
Ademas, los resultados mostraron que de hecho se realizaba la transcripcion inversa del ADNc de scFv de 17/9, a
partir del ARNm en ausencia de DTT por PCR, lo que sugeria que el DTT es dispensable para la reaccion de RT
(datos no mostrados).

En la siguiente Tabla 17 se observan los resultados que muestran que el DTT en la reaccién de RT antes de la
seleccion influye en la funcionalidad de 17/9. Sin embargo, como se muestra en la Figura 12, el DTT no influye en el
proceso de RT.

Tabla 17: EI DTT en la reaccion de RT antes de la seleccion influye en la funcionalidad de 17/9

% de Recuperacion
Purificacion con oligo | Purificacion con | Seleccion con HA (50 | Seleccion sin Ag
PDI RT dT FLAG nM)
No No 3,4% 27,6% 2,3% N/D
Si No 2,5% 39,3% 12,4% 0,8%
Si, sin DTT 14,2% 9,4% N/D
Si, con DTT 9,9% 2,0% N/D
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A diferencia del scFv de 17/9, el DTT no influyé en la funcién del scFv del anti-IL-12 Y61 (véase la Figura 11). Esto
esta en consonancia con su insensibilidad mencionada anteriormente con respecto a la actividad PDI, y sugiere que
no todos los scFv de anticuerpos requeriran enlaces disulfuro para su funcionamiento. Las diferentes condiciones de
la RT exploradas para Y61-scCL corto y correspondientes resultados se muestran a continuacién en la Tabla 18 y
también en la Figura 13.

Tabla 18: Diferentes condiciones de la RT para Y61-scCL-corto

RT DTTen la RNasa OUT en la % de Recuperacion
reaccion de RT seleccion
Purificacién con Purificacion con Seleccion con IL-
oligo dT FLAG 12 (50 nM)
Antes de la Si No 25,9% 21,6%
seleccion
Antes de la No No 29,3% 18,8%
seleccion 1.6%
Despuésdela |Si No 22.2%
seleccion
Despuésdela |Si Si 21,0%
seleccion 56,1%

En una realizacion, el DTT no esta presente en la RT o, como alternativa, la RT se retrasa hasta después de la
seleccion con antigeno para maximizar la produccion del rendimiento de scFv funcional a partir de la biblioteca de
ARNm-scFv. Las siguientes Tablas 19 y 20 muestran los resultados del retraso de la etapa de RT hasta después de
la etapa de seleccion con antigeno para Y61-ScCL-largo e Y61-ScCL-corto, respectivamente.

Tabla 19: Comparacion de Y61-ScCL-largo con o sin la etapa de RT

Rendimiento % de Recuperacion

de ARN
Purificacion Purificacion Seleccion con |Seleccidn sin
con oligo dT con FLAG IL-12 (50 nM) |Ag
Proteina libre 3,2 nmoles |N/D 49,5% 0,3%
Proteina Sin etapa de 13% 57,6% 31% 0,2%
ligada RT
Con etapa 15% 28,6% 0,3%
de RT

Tabla 20: Comparaciéon de Y61-ScCL-corto con o sin etapa de RT

Rendimiento

% de Recuperacion

de ARN
Purificacion Purificacion Seleccion con|Seleccién sin
con oligo dT con FLAG IL-12 (50 nM) |Ag
Proteina libre N/D N/D 40,2% 0,2%
Proteina Sin etapa de 0,55% 47,6% 20,8% 0,1%
ligada RT 4,7 nmoles
Con etapa 19,3% 21,8% 0,1%
de RT
EJEMPLO 7

OPTIMIZAQION DE LA TECNOLOGiA DE PRESI’ENTACION DE ARNm PARA MEJORAR EL PLEGAMIENTO Y
LA FUNCION DE LA PROTEINA scFv - INCLUSION DE INHIBIDOR DE RNASA DURANTE LA SELECCION POR
ANTIGENO

La produccion de ARNm bicatenario-ADNc por RT se penso para preparar a las moléculas de ARNm-scFv para la
union al antigeno para impedir la degradacion de ARN y reducir estructuras secundarias de ARN. Después de la
seleccion por antigeno, el ADNc puede recuperarse por hidrolisis alcalina del ARNm y sirve como molde de
amplificacién por PCR. Para impedir el posible impacto del DTT sobre la funcién de scFv por RT antes de la
seleccion por antigeno, se requiere emplear métodos alternativos para proteger al ARNm de la amplificacion
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después de la seleccion.

Por lo tanto, se investigo si el ARNm, en una molécula de ARNm-VH, que carecia de su cadena de ADNc protectora
seria suficientemente estable y accesible para amplificacion por RT-PCR después de seleccion por antigeno. Como
molécula patrén se usé una molécula de ARNm-VH de unién a IL-o. previamente validada. La recuperacién de la
secuencia Phylos40 VH se comparo cuando la RT se realizé antes o después de la seleccion por antigeno (véase la
Figura 14). En comparacion con el método de la técnica (RT de pre-seleccion y elucion alcalina del ADNc, carril
izquierdo), la recuperacion de ARNm por RT-PCR después de seleccion por antigeno, parecido estar
significativamente reducida cuando el complejo ARNm-IL-1a se capturaba sobre perlas magnéticas de SA y se
usaba directamente para la RT (carril derecho). Esto podria deberse a la degradacion parcial del ARN durante la
seleccion por antigeno o a la mala accesibilidad del ARNm sobre las perlas para la RT. Intentos realizados para
interrumpir la interaccion de IL-10-Phylos40 VH y disociar la molécula de ARNm-VH de las perlas de SA por elucion
acida (a pH 3) para mejorar la accesibilidad del ARNm parecieron empeorar su recuperacion, posiblemente debido a
la inestabilidad del ARNm reducida o a la mala disociacion de la molécula de ARNm-VH de su antigeno en tampon
de elucién antes de eliminar los complejos con las perlas de SA. La Figura 14 muestra resultados de transcripcion
inversa después de seleccion por antigeno en comparacion con el método de RT-PCR convencional después de
oligoDT con elucion acida seguido de RT-PCR y RT-PCR directamente fuera de las perlas después de la captura. La
dilucion con perlas libres a 1:10, 1:100 y 1:1000 mostré que se conseguia una fuerte re-amplificacion a una dilucién
de 1:1000.

Dado que es posible omitir la RT antes de la seleccion por antigeno y posteriormente recuperar el ARNm por RT-
PCR, se investigo si la recuperacion reducida del molde de ARNm podia reestablecerse o mejorarse protegiendo el
ARNm de la actividad RNasa contaminante por inhibidor de RNasa. Se incluyé RNaseOUT™ (Invitrogen, cat. N°
10777-019) a una dilucién 1:20 durante la etapa de seleccion por antigeno y seguido de RT-PCR para comparar la
recuperacion de ARNm (véase la Figura 15). En comparacion con la realizacion de RT antes de la seleccion por
antigeno, la recuperacion del molde de ARNm de nuevo se reducia si la RT se realizaba después de la seleccion por
antigeno sin inhibidor de RNasa. De manera interesante, la inclusién de inhibidor de RNasa para la seleccion por
antigeno no solo restablecia la recuperacion de ARNm sino que también la mejoraba significativamente. Por tanto,
parece que esta mejora se debe, al menos en parte, a una mejor eficiencia de captura de una molécula de ARNm-
scFv mas ligera, ~280 kDa, en comparacion con una molécula de ARNm-scFv mas pesada , ~560 kDa, con el ADNc
adicional.

La inclusion de RNaseOUT también se ensayo con una molécula de ARNm-scFv. La Figura 16 representa el
experimento realizado para comparar Y61-CL-largo con Y61-CL-corto en presencia o en ausencia de RNaseOUT.
Los resultados pueden observarse en la siguiente Tabla 21 asi como en la Figura 17.

Tabla 21: Comparacion del espaciador CL-largo y CL-corto en presencia o en ausencia de RNAseOUT

% de Recuperacion
Construccion RNaseOUT | Purificacion con oligo dT| Purificacion con Seleccion con IL-12 (50
FLAG nM)

Y61-scCL-largo No 0,22% 29,3% 27,7%

Si 0,25% 30,5% 33,8%
Y61-scCL-corto No 0,64% 42,2% 47,2%

Si 0,59% 46,2% 49,4%
EJEMPLO 8

SELECCION DE BIBLIOTECAS PARA scFv de 17/9

Para demostrar que una molécula de ARNm-scFv puede enriquecerse mediante diversas rondas de seleccion
usando los métodos de presentacion de ARNm descritos en el presente documento, se construyé una biblioteca de
scFv con una diversidad de 25 por PCR solapante. Para crear la biblioteca de scFv, se mezclaron las mismas
cantidades de fragmentos VH y VL de 17/9, D2E7, 2SD4, Y61 y MAK195 y se combinaron en una biblioteca de scFv
con una diversidad maxima de 25 y se usé como se ha descrito anteriormente. Después, se seleccion6 el scFv de
17/9 de esta biblioteca por péptido de etiqueta HA marcado con biotina. Después de la seleccion, se observo el
enriquecimiento de 17/9 por clonacion y PCR de colonias. En la Figura 18 se muestran los resultados que
cuantifican el scFv de 17/9, antes y después de una ronda de seleccion con ARNm-scFv. Después de una ronda de
seleccién contra el péptido HA todas las secuencias scFv recuperadas de la produccion de la seleccion fueron las
del scFv de 17/9.
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EJEMPLO 9

LA TECNOLOGIA DE PRESENTACION DE ARNm PUEDE USARSE PARA DIFERENCIAR AGENTES DE UNION
A scFv CON DIFERENTE AFINIDAD

Para determinar si la tecnologia de presentacion de ARNm, es decir, como se describe anteriormente, puede usarse
para diferenciar agentes de union a scFv con diferente afinidad, se prepararon quimeras entre D2E7 y 2SD4. 2SD4
es el precursor de scFv de D2E7 que presenta baja afinidad (KD ~ 200 nM como proteina libre) por el TNFa. La
Figura 19 representa las quimeras.

Se realizo6 la titulacion de las proteinas libres. La Figura 20a muestra el porcentaje de recuperacion después de la
union al antigeno entre las diferentes quimeras, mientras que la Figura 20b representa el porcentaje de recuperacion
normalizado después de la seleccion por antigeno. Los resultados anteriores muestran que la tecnologia de
presentacion de ARNm, como se describe en el presente documento, puede usarse para diferenciar agentes de
union con diferente afinidad.

EJEMPLO 10
TERMOESTABILIDAD DE LAS MOLECULAS DE ARNm-scFv

Para determinar la termoestabilidad de las moléculas de ARNm-scFv, se realiz6 la traduccion de D2E7-scCk y de
Y61-scCk y la purificaron se realizé en formato ARNm-scFv, como se describe en el presente documento. Después,
las moléculas de ARNm-scFv se incubaron a diferentes temperaturas durante 30 minutos antes de la seleccién por
antigeno. En la Figura 21 se muestra el porcentaje de recuperacion normalizado después de la seleccion por
antigeno.

La Figura 22 muestra que el ARN puede recuperarse después del tratamiento, a alta temperatura, de las moléculas

de ARNm-scFv. En este caso, se realizd RT-PCR en las perlas con moléculas de ARNm-scFv de Y61-scCl
recuperadas.
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REIVINDICACIONES

1. Un método de exploracion de una biblioteca de presentacién de ARN de anticuerpos scFv, comprendiendo el
procedimiento las etapas de:

(a) proporcionar una molécula de ARNm de Fv monocatenaria (scFv) reticulada con una puromicina, o con un
analogo de la misma, comprendiendo dicha molécula un ARNm que codifica un scFv 5’ y una secuencia
espaciadora 3', cuya molécula esta reticulada con un conector de acido nucleico monocatenario, comprendiendo
el conector una puromicina, o un analogo de la misma, en un extremo 3’ y un Poraleno C6 en el extremo 5’;

(b) traducir in vitro la molécula de ARNm de scFv reticulada con puromicina en presencia de un marcador en
condiciones levemente oxidantes para formar una molécula de ARNm de scFv reticulada con
puromicina/proteina marcada;

(c) purificar la molécula de ARNm de scFv reticulada con puromicina/proteina marcada;

(d) someter la molécula de ARNm de scFv reticulada con puromicina/proteina marcada purificada a una
seleccion por antigenos con al menos un antigeno; y

(e) recuperar las moléculas de ARNm de scFv reticuladas con puromicina/proteina marcadas purificadas usando
perlas magnéticas basadas en afinidad.

2. El método de la reivindicacion 1, que adicionalmente comprende la etapa de (f) realizar la transcripcion inversa del
ARNmM de scFv después de la seleccion por antigenos para producir un ADNc.

3. El método de la reivindicacion 2, que adicionalmente comprende la etapa de (g) amplificar el ADNc.

4. El método de la reivindicacion 1, donde el marcador es un marcador radioactivo, donde preferentemente el
marcador radioactivo es **S metionina o cisteina.

5. El método de la reivindicacion 1, donde la secuencia espaciadora 3' comprende de aproximadamente O a
aproximadamente 200 aminoacidos, o donde la secuencia espaciadora 3' comprende aproximadamente 16
aminoacidos, o donde la secuencia espaciadora 3' comprende una etiqueta de afinidad.

6. El método de la reivindicacién 1, donde el conector de acido nucleico comprende, de 5’ a 3’:

-Psoraleno C6;

- ribonucleotidos 2’0OMe que comprenden la secuencia UAGCGGAUGC (SEC ID N°: 20);
- seis grupos de trietilenglicol o PEG-150;

- dos restos de desoxicitidina; y

- Puromicina.

7. El método de la reivindicacion 1, donde la molécula de ARNm de scFv esta fotorreticulada con el conector de
acido nucleico por UVA.

8. El método de la reivindicacion 1, donde la molécula de ARNm de scFv comprende un promotor 5’ seleccionado
del grupo que consiste en T7, SP6 y T3, o donde la molécula de ARNm de scFv comprende una region 5' no
traducida del virus del mosaico del tabaco.

9. El método de la reivindicacién 1, donde la molécula de ARNm de scFv reticulada con puromicina/proteina
marcada se purifica por cromatografia con oligodT, o usando perlas de agarosa con anticuerpo monoclonal anti-
FLAG M2, o por cromatografia con oligodT y perlas de agarosa con anticuerpo monoclonal anti-FLAG M2.

10. El método de la reivindicacién 1, donde el antigeno es un péptido, una proteina, un hapteno marcado con biotina,
una proteina de fusion con un fragmento cristalizable (Fc) de inmunoglobulina humana, una proteina de fusién con
un fragmento cristalizable (Fc) de inmunoglobulina murina, o una poblacion de células.

11. El método de la reivindicaciéon 1, donde el anticuerpo es un anticuerpo anti-IL-12, un anticuerpo anti-HA, un
anticuerpo murino, un anticuerpo humano o un anticuerpo humanizado.

12. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-11, donde

- adicionalmente se realiza una traduccion in vitro de la molécula de ARNm de scFv reticulada con puromicina en
presencia de GSSG/GSH, preferentemente donde adicionalmente se realiza una traduccion in vitro de la
molécula de ARNm de scFv reticulada con una puromicina en presencia de la proteina disulfuro isomerasa (PDI);
mas preferentemente donde adicionalmente se realiza una traduccién in vitro de la molécula de ARNm de scFv
reticulada con una puromicina en ausencia de ditiotreitol;

o]

- adicionalmente se realiza una traduccion in vitro de la molécula de ARNm de scFv reticulada con una
puromicina en ausencia de ditiotreitol.
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13. El método de la reivindicacion 1, donde el método no comprende una etapa de proteccion de ARNm, o donde el
método no comprende una etapa de transcripcién inversa in vitro antes de la etapa de purificacion.

14. El método de la reivindicacion 1, donde antes, durante o después de cualquiera de las etapas (a) a (g) se afiade
un inhibidor de RNasa.

15. El método de la reivindicaciéon 1, donde dicha etapa de purificacién comprende la transcripcion inversa del ARNm
en ausencia de ditiotreitol para producir un ADNCc.

16. El método de la reivindicacion 2 o 15, donde el ADNc se eluye por hidrélisis alcalina a un pH de
aproximadamente =8,0 a aproximadamente un pH=10,0, o donde el que el ADNc se eluye por calor, o donde el
ADNCc se eluye por un acido a un pH de aproximadamente =3,0 a aproximadamente pH=6,0.

17. El método de la reivindicaciéon 15, donde el ADNc se amplifica por reaccion en cadena de la polimerasa.

18. El método de la reivindicacion 17, donde la reaccién en cadena de la polimerasa emplea una ADN polimerasa
termoestable, o donde la reaccion en cadena de la polimerasa emplea una enzima de amplificacién seleccionada del
grupo que consiste en Platino HiFi y KOD.

19. El método de la reivindicacion 1, donde las perlas se seleccionan del grupo que consiste en estreptavidina-M280,
neutravidina-M280, SA-M270, NA-M270, SA-MyOne, NA-MyOne, SA-agarosa y NA-agarosa.
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