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Presentacion de proteinas en la superficie de células de levadura y sus usos
Descripcion
ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Campo de la invencién

La presente invencion se refiere en general a los campos de la inmunologia y la quimica de proteinas. Mas
concretamente, la presente invencion se refiere a la presentacion de péptidos y proteinas en la superficie de células
de levadura para la seleccion de secuencias con propiedades fenotipicas mejoradas a partir de genotecas
combinatorias.

Descripcion de los antecedentes de la técnica

La estructura del sitio de combinacién del anticuerpo puede predecirse con precisién razonable a partir de los
datos de la secuencia polipeptidica, pero la capacidad para disefiar racionalmente mejoras en la afinidad y
especificidad de union ha demostrado ser mas dificil de alcanzar, a pesar de algunos éxitos (por ejemplo, Roberts et
al., '87;. Riechmann et al., ‘92). Como resultado, la mutagénesis y el cribado de genotecas representa actualmente el
abordaje mas fructifero hacia la maduracion dirigida de la afinidad de los anticuerpos. Los métodos de seleccion y
cribado de genotecas combinatorias se han convertido en una herramienta comun para modificar las propiedades de
reconocimiento de las proteinas (Ellman et al., 1997, Phizicky & Fields, 1995). En concreto, la construccion y el
cribado de repertorios inmunitarios de anticuerpos in vitro prometen un mejor control sobre la potencia y la
especificidad de las interacciones antigeno-anticuerpo.

La técnica mas extendida es la presentacion en bacteriéfagos, mediante la cual la proteina de interés se
expresa como polipéptido de fusién a una proteina de la cubierta del bacteriéfago y posteriormente se criba
mediante la unidn al ligando biotinilado inmovilizado o soluble (por ejemplo, Huse et al., '89;. Clackson et al., '91;.
Marks et al., '92). Las fusiones se realizan mas comunmente a una proteina de recubrimiento menor, llamada
proteina del gen Il (plll), que esta presente en una cantidad de tres a cinco copias en la punta del bacteriéfago. Un
bacteriéfago construido de esta manera puede considerarse una "unidad" genética compacta, que posee tanto el
fenotipo (la actividad de unién del anticuerpo presentado) y el genotipo (el gen que codifica ese anticuerpo) en un
solo paquete. La presentacion en bacteriéfagos ha sido aplicada con éxito a anticuerpos, proteinas de union a ADN,
inhibidores de proteasas, péptidos cortos y enzimas.

Los anticuerpos que poseen propiedades de union deseables se seleccionan mediante la union a un antigeno
inmovilizado en un proceso llamado “panning”. Los bacteriéfagos que portan anticuerpos no especificos se eliminan
mediante lavado y a continuacion los bacteriéfagos unidos se eluyen y se amplifican mediante infeccion de E. coli.
Este abordaje se ha aplicado para generar anticuerpos contra muchos antigenos, inlcuidos: el antigeno de superficie
de la hepatitis B (Zebedee et al., '92); polisacaridos (Deng et al., '94), factor 1 de crecimiento insulinoide (Garrard y
Henner, '93), 2-feniloxazol-5-ona (Riechmann y Weill, '93) y acido 4-hidroxi-5-yodo-3-nitro-fenacetil-(NIP)-caproico
(Hawkins et al., '92).

Sin embargo, la presentacion en bacteriéfagos tiene varias deficiencias. Aunque el “panning” de genotecas de
anticuerpos de presentacion en bacteriéfagos es una tecnologia de gran alcance, tiene varias dificultades intrinsecas
que limitan su aplicacion generalizada con éxito. Por ejemplo, algunas proteinas de la superficie celular y proteinas
secretadas eucariotas necesitan modificaciones post-traduccionales tales como la glicosilacion o una amplia
isomerizacion de enlaces disulfuro que no estan disponibles en las células bacterianas. Ademas, la naturaleza de la
presentacion en bacteriéfagos excluye la discriminacion cuantitativa y directa de los parametros de la unién a
ligando. Por ejemplo, los anticuerpos de afinidad muy alta (Kp < 1 nM) son dificiles de aislar medinate “panning”, ya
que las condiciones de elucidon necesarias para romper una interaccion antigeno-anticuerpo muy fuerte son
generalmente lo suficientemente rigurosas (por ejemplo, pH bajo, alto contenido en sal) para desnaturalizar la
particula de bacteriofago lo suficiente como para hacerla no infecciosa. Ademas, el requisito para la inmovilizacion
fisica de un antigeno en una superficie sdlida produce muchos problemas artefactuales. Por ejemplo, la alta
densidad superificial del antigeno introduce efectos de avidez que enmascaran la verdadera afinidad. Ademas, la
inmovilizacion fisica reduce la entropia de traslacion y de rotacion del antigeno, lo que da como resultado una DS
menor tras la union del anticuerpo y una sobrevaloracion del resultado de la afinidad de union con respecto a la del
antigeno soluble y los grandes efectos por la variabilidad en los procedimientos de mezcla y lavado conducen a
dificultades de reproducibilidad. Ademas, la presencia de uno solo a unos pocos anticuerpos por particula de
bacteriofago introduce una variacion estocastica sustancial y la discriminacion entre los anticuerpos de afinidad
similar se hace imposible. Por ejemplo, suelen ser necesarias diferencias de afinidad de 6 veces o mas para una
discriminacion eficaz (Riechmann y Weill, '93). Por ultimo, las poblaciones pueden ser superadas por el bacteriéfago
de tipo silvestre de crecimiento mas rapido. En concreto, puesto que plll esta directamente implicada en el ciclo vital
del bacteriéfago, la presencia de algunos anticuerpos o antigenos unidos evitara o retardara la amplificacion del
bacteriofago asociado.
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Se han desarrollado varios métodos de presentacion en la superficie celular bacteriana. Sin embargo, el uso de
un sistema de expresion procariota introduce oasionalmente sesgos de expresion impredecibles y las capas de
polisacaridos capsulares bacterianos presentan una barrera de difusidn que restringe tales sistemas a ligandos de
moléculas pequefas (Roberts, 1996). E. coli posee una capsula o capa de lipopolisacarido que puede interferir
estéricamente con las reacciones de unién macromolecular. De hecho, una presunta funcion fisiologica de la capsula
bacteriana es la restriccion de la difusion de macromoléculas a la membrana celular, con el fin de proteger a la célula
del sistema inmunitario (DiRienzo et al., ‘78). Puesto que el periplasma de E. coli no ha evolucionado como
compartimento para el plegamiento y ensamblaje de fragmentos de anticuerpos, la expresion de anticuerpos en E.
coli ha sido por lo general muy dependiente del clon, expresandolos bien algunos clones y otros nada en absoluto.
Tal variabilidad introduce preocupaciones acerca de la representacion equivalente de todas las secuencias posibles
en una genoteca de anticuerpos expresados en la superficie de E. coli.

El descubrimiento de nuevas tratamientos se veria facilitado por el desarrollo de sistemas de selecciéon en
levaduras. Las similitudes estructurales entre los linfocitos B que presentan anticuerpos y las células de levadura que
presentan anticuerpos proporcionan una analogia mas estrecha a la maduracién de la afinidad in vivo que la
disponible con el bacteriéfago filamentoso. Por otra parte, la facilidad de cultivo y la facilidad de manipulacion
genética disponible con levadura permitira mutagenizar y cribar rapidamente grandes poblaciones. A diferencia de
las condiciones en el cuerpo de los mamiferos, pueden modificarse las condiciones fisicoquimicas de union y
seleccion para un cultivo de levadura dentro de un amplio rango de pH, temperatura y potencia ionica, para
proporcionar grados de libertad adicionales en los experimentos de disefio de anticuerpos. En el presente
documento se ha descrito el desarrollo de un sistema de presentacion en la superficie de levaduras para el cribado
de genotecas combinatorias de anticuerpos y un cribado basado en la cinética de disociacion antigeno-anticuerpo.

Las aplicaciones potenciales del disefio de anticuerpos monoclonales para el diagnéstico y tratamiento de las
enfermedades humanas son de gran alcance. En concreto, se han buscado activamente aplicaciones al tratamiento
del cancery la obtencidon de imagenes de tumores. Los tratamientos con anticuerpos para la sepsis por
gramnegativos todavia son prometedores a pesar de los desalentadores resultados preliminares. Las aplicaciones in
vitro para la cromatografia de inmunoafinidad, inmunoensayo e inmunohistoquimica ya estan bien desarrolladas.
Para cada una de estas aplicaciones, resultan deseables anticuerpos con alta afinidad (es decir, Kp < 10 nM) y una
alta especificidad. Pruebas empiricas sugieren que es poco probable que los sistemas de presentacion en
bacteriéfagos o de presentacion en bacterias produzcan sistematicamente anticuerpos de afinidad subnanomolar.
Hasta la fecha, la presentacion en levaduras llenara este vacio y, como tal, sera una tecnologia clave de gran
importancia comercial y médica.

La importancia de los receptores de linfocitos T para la inmunidad celular se conce desde los afios 80, pero no
se ha desarrollado ningiin método para disefiar receptores de linfocitos T de mayor afinidad. Aunque varios grupos
han producido constructos monocatenarios de receptores de linfocitos T, estos sistemas de expresion han permitido
el analisis bioquimico de la unién del receptor de linfocitos T, pero no han permitido métodos de genoteca para
modificar esas propiedades de union de manera dirigida. El receptor de linfocitos T ha sido especialmente dificil de
producir en forma soluble. En su forma enddgena, es un proteina de membrana heterodimérica (af) que se asocia
de manera no covalente con las subunidades del complejo CD3 en la superficie de los linfocitos T. Los dominios a 'y
B extracelulares estan compuestas de regiones constantes (Ca y CB) y de regiones variables (Va y V) que actdan
directamente en la unién de un antigeno péptido/MHC. Se han desarrollado varios métodos diferentes para la
produccioén: secrecion de VaV a partir de E. coli, produccion de moléculas hibridas en células de mieloma que
consisten en VaCa VBCQ fusionadas a las regiones constantes de la cadena ligera de la inmunoglobulina k,
produccion de VaCa VBCP en células de timoma por escisién a partir de una fusién con lipidos de superficie celular
(Slanetz et al., 1991), escision del complejo VaCa VBCB-z producido por la linea celular de leucemia basofila de rata
antes de la region transmembrana con digestion con trombina, producciéon de VaCa VBCp en células de insecto
infectadas con baculovirus con y sin asociacion de cremallera de leucina y secrecion de hibridos Cy de
inmunoglobulina-gd TCR a partir de células COS (Eilat et al.,, 1992). Se han construido y producido en E. coli
fragmentos de TCR monocatenario (scTCR) mas pequefios analogos a fragmentos de anticuerpo monocatenario
que contienen la subunidad de union minima del TCR completo, replegados a partir de cuerpos de inclusién o
plegados en el periplasma a niveles de 0,5 mg/l -1,0 mg/l.

La técnica anterior es deficiente al carecer de medios eficaces de presentacion de proteinas y péptidos de
superficie celular para la seleccién de secuencias con las propiedades de unién deseables. La técnica anterior
también es deficiente al carecer medios eficaces para el disefio del receptor de linfocitos T para unas propiedades
de unién mejoradas. Mas concretamente, no se ha dispuesto de ninguna tecnologia para disefiar receptores solubles
de linfocitos T para producir una intervencion terapéutica de la inmunidad celular. La presente invencion satisface
este antiguo deseo y necesidad de la técnica.

Boder y Wittrup, 1997 y Kieke et al., 1997 analizan métodos de presentacion en la superficie de células de
levadura.

RESUMEN DE LA INVENCION
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La invencidn proporciona un método para seleccionar proteinas con propiedades fenotipicas mejoradas con
respecto a las de dicha proteina de tipo silvestre, que comprende las etapas de:

transformar células de levadura con un vector que expresa una proteina a ensayar fusionada a una proteina
de pared celular de levadura, en el que se utiliza la mutagénesis para generar una poblacién variegada de
mutantes de la proteina a ensayar;

marcar dichas células de levadura con un primer marcador, en el que dicho primer marcador se asocia con
las levaduras que expresan dicha proteina a ensayar y no se asocia con las levaduras que no expresan dicha
proteina a ensayar;

aislar dichas células de levadura con las que se asocia dicho primer marcador;

analizar y comparar dichas propiedades fenotipicas de dicha proteina mutante expresada por la levadura con
las propiedades fenotipicas de dicha proteina de tipo silvestre; y

seleccionar las células de levadura que presentan proteinas mutantes con propiedades fenotipicas mejoradas
frente a la proteina de tipo silvestre;

en el que las propiedades fenotipicas mejoradas son una o mas de entre el nivel de expresion en superficie,
la estabilidad, los niveles de secrecion y la solubilidad.

En una forma de realizacion de la presente descripcidn, se proporciona un método genético para inmovilizar
polipéptidos a la pared celular de levadura de forma accesible para la unién proteina-proteina. La combinacién de
este método con la clasificacién de células activadas mediante fluorescencia proporciona un medio de seleccion de
proteinas con una afinidad aumentada o reducida por otra molécula, especificidad modificada o unién condicional.

En otra forma de realizacion de la presente descripcion, se proporciona un método de fusién genética de un
polipéptido de interés al extremo C-terminal de la proteina de pared celular de levadura Aga2p. En condiciones de
apareamiento, la pared exterior de cada célula de levadura contiene aproximadamente 10* moléculas proteicas
llamadas aglutininas. Las aglutininas sirven de contacto especifico para intervenir en la adhesién de las células de
levadura de tipo de apareamiento opuesto durante el apareamiento. En efecto, la levadura ha desarrollado una
plataforma para la unién proteina-proteina sin impedimento estérico a partir de componentes de la pared celular. Al
fiajarse un anticuerpo a la aglutinina, puede imitarse de manera eficaz la presentacion en la superficie celular de
anticuerpos por parte de los linfocitos B en el sistema inmunitario.

En otra forma de realizacion, se proporciona un método de fusién de un epitopo de identificaciéon de nueve
residuos (HA) al extremo C-terminal de la proteina de AGA2. Este péptido corto esta accesible en la superficie
celular para un anticuerpo en solucion sin fijacion ni digestion de las células y puede detectarse mediante citometria
de flujo o microscopia de fluorescencia. Por lo tanto, puede utilizarse la levadura para presentar péptidos.

En otra forma de realizacién, se proporciona un método de fusion de un fragmento scFv del anticuerpo
monoclonal 4-4-20 al extremo C-terminal de la proteina de AGA2. Este fragmento esta accesible en la superficie
celular y se une al antigeno con fluoresceina sin fijacion ni digestion de las células y puede detectarse mediante
citometria de flujo o microscopia de fluorescencia. Por lo tanto, puede utilizarse la levadura para la presentacion de
fragmentos de anticuerpos.

Un aspecto de la presente descripcion proporciona un método para seleccionar proteinas con propiedades de
unién deseables, que comprende: transformar células de levadura con un vector que expresa una proteina a ensayar
fusionada en su extremo N-terminal a una proteina de unién de la pared celular de levadura; marcar las células de
levadura con un primer marcador, en el que el primer marcador se asocia con las levaduras que expresan la proteina
a ensayar y no se asocia con las levaduras que no expresan la proteina a ensayar; seleccionar las células de
levadura con las que se asocia el primer marcador; y cuantificar el primer marcador, en el que una gran presencia
del primer marcador indica que la proteina a ensayar tiene las propiedades de unidon deseables y en el que una baja
presencia del primer marcador indica que la proteina a ensayar no tiene las propiedades de unién deseables.

Una forma realizacion preferente de la presente descripcion incluye adicionalmente las etapas de: marcar
las células de levadura con un segundo marcador, en el que el segundo marcador se asocia con las levaduras que
expresan un epitopo de identificacion fusionado a la proteina a ensayar y codificado por el vector y no se asocia con
las levaduras que no expresan el epitopo de identificacion codificado por el vector; cuantificar el segundo marcador,
en el que la presencia del segundo marcador indica un nimero de copias expresadas de la proteina marcada con el
epitopo a ensayar en la superficie de células de levadura; y comparar la cuantificaciéon del primer marcador con la
cuantificacion del segundo marcador para determinar la presencia del primer marcador normalizada a la presencia
del segundo marcador, en el que una gran presencia del primer marcador con respecto a la presencia del segundo
marcador indica que la proteina a ensayar tiene las propiedades de unién deseables.

Otra forma de realizacion preferente de la presente descripcion incluye las etapas de: marcar las células de
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levadura con un tercer marcador que compite con el primer marcador por la unién a la proteina a ensayar; marcar las
células de levadura con el primer marcador; cuantificar el primer marcador; marcar las células de levadura con el
segundo marcador; cuantificar el segundo marcador; y comparar la cuantificaciéon del primer marcador con la
cuantificacion del segundo marcador para determinar la presencia del primer marcador normalizada a la presencia
del segundo marcador, en el que un baja presencia del primer marcador con respecto a la presencia del segundo
marcador indica que la proteina a ensayar tiene las propiedades de unién deseables.

En una forma de realizacion de la presente descripcion, el primer marcador es un marcador fluorescente fijado
a un ligando y el segundo marcador es un marcador fluorescente fijado a un anticuerpo. Cuando los marcadores son
fluorescentes, la etapa de cuantificacidon se realiza mediante citometria de flujo o microscopia de fluorescencia
confocal.

Otro aspecto de la presente descripciéon proporciona un vector para llevar a cabo el método de la presente
invencion, que comprende una proteina de unién de la pared celular fusionada a un extremo N-terminal de una
proteina de interés. Las formas de realizacion preferentes de este aspecto de la presente descripcion incluyen
medios de expresion de un epitopo de identificacion polipeptidico fusionado a la proteina de interés en las células de
levadura. Una forma de realizacién mas preferente proporciona que la proteina de unién de la pared celular es la
subunidad de unién de una proteina aglutinina de levadura, incluso mas preferentemente la subunidad de union de
la aglutinina de levadura es AgaZ2p.

Otra forma de realizacion preferente del presente aspecto de la descripcidn proporciona que la secuencia de
aminoacidos del epitopo de identificacion esta seleccionada del grupo de YPYDVPDYA (HA) (SEC ID N° 1),
EQKLISEEDL (c-myc) (SEC ID N° 2), DTYRYI (SEC ID N° 3), TDFYLK (SEC ID N° 4), EEEEYMPME (SEC ID N° 5),
KPPTPPPEPET (SEC ID N° 6), HHHHHH (SEC ID N° 7), RYIRS (SEC ID N° 8) o DYKDDDDK (SEC ID N°9) y que
el extremo N-terminal de la proteina de interés esta fusionado a un extremo C-terminal de la proteina de unién de la
pared celular.

En la presente invencion, se proporciona un método para seleccionar proteinas con propiedades fenotipicas
mejoradas con respecto a las de la proteina de tipo silvestre, que comprende las etapas de: transformar células de
levadura con un vector que expresa una proteina a ensayar fusionada a un proteina de pared celular de levadura, en
el que se utiliza la mutagénesis para generar una poblacion variegada de mutantes de la proteina a ensayar; marcar
las células de levadura con un primer marcador, en el que el primer marcador se asocia con las levaduras que
expresan la proteina a ensayar y no se asocia con las levaduras que no expresan la proteina a ensayar; aislar las
células de levadura con las que se asocia el primer marcador; y analizar y comparar las propiedades de la proteina
mutante expresada por la levadura con las propiedades de la proteina de tipo silvestre, en el que se seleccionan las
células de levadura que presentan las proteinas mutantes con propiedades mejoradas frente a la proteina de tipo
silvestre. Como se ha descrito anteriormente, puede emplearse un segundo y/o tercer marcador con esta forma de
realizacion, y la seleccion de proteinas mutadas de interés con propiedades fenotipicas mejoradas puede implicar
ciclos iterativos de las etapas de enriquecimiento y marcado.

En formas de realizacion preferentes, la proteina de pared celular de levadura es una aglutinina; la proteina a
ensayar esta fusionada por su extremo N-terminal al extremo C-terminal de una subunidad de unién de aglutinina; la
cepa de levadura es de un género seleccionado del grupo que consiste en Saccharomyces, Pichia, Hansenula,
Schizosaccharomyces, Kluyveromyces, Yarrowia y Candida; la proteina a ensayar es un anticuerpo o un fragmento
de anticuerpo Fab, Fv o scFv, mas preferentemente la proteina a ensayar es el dominio de union a ligando de un
receptor de superficie celular, ain mas preferentemente el receptor de superficie celular es un receptor de linfocitos
T.

Un objeto de la presente invenciéon es proporcionar un método para seleccionar proteinas mutantes que
presentan propiedades fenotipicas mejoradas seleccionadas del grupo que consiste en la expresion en superficie, la
estabilidad, el nivel de secrecion y la solubilidad, en el que los mutantes de la proteina a ensayar pueden contener
mutaciones individuales o mutaciones multiples.

En otra forma de realizacion mas, puede utilizarse un segundo marcador para determinar cuantitativamente los
niveles de expresion en la superficie celular, que pueden utilizarse como ensayo para seleccionar otras propiedades
fenotipicas deseables, tales como la expresioén intracelular, la estabilidad, la constante de union, la constante de
disociacion, el nivel de secrecion y la solubilidad.

En otra forma de realizacion, las proteinas mutantes seleccionadas mediante los métodos de la presente
invencion pueden caracterizarse adicionalmente clonando el gen que codifica las proteinas mutantes seleccionadas
en un vector adaptado para la expresion en un eucariota; y expresando la proteina mutante en el eucariota, en los
que las propiedades mejoradas de la proteina mutante se confirman comparando las propiedades fenotipicas de las
propiedades mejoradas de la proteina mutante con las propiedades de la proteina de tipo silvestre. Preferentemente,
el eucariota esta seleccionado del grupo que consiste en mamiferos, insectos o levaduras. Debido a que el fenotipo
del mutante seleccionado es una propiedad intrinseca de la "nueva" proteina (es decir, mutada), este abordaje
también es aplicable a la expresion del mutante en otros sistemas de expresion no eucariotas.
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Se han utilizado la presentacion en la superficie de levaduras y la clasificacion mediante citometria de flujo para
aislar mutantes de un scFv que es especifico para la region Vb8 del receptor de linfocitos T. La seleccion se basa en
la union en equilibrio de dos sondas marcadas con fluorescencia, un dominio Vb8 soluble y un anticuerpo al epitopo
de identificacién c-myc presente en el extremo carboxilo terminal del scFv. Los mutantes que se seleccionaron en
este cribado incluian un scFv con una afinidad tres veces mayor por los clones Vb8 y scFv que eran unidos con
afinidades reducidas por el anticuerpo anti-c-myc. Este ultimo hallazgo indica que el sistema de presentacion en
levaduras puede utilizarse para mapear epitopos conformacionales, que no pueden ponerse de manifiesto mediante
cribados de péptidos convencionales. Se calcularon las constantes de unién del antigeno en equilibrio dentro del
formato de presentacion en superficie, lo que permite cribar mutantes aislados sin necesidad de subclonacién y
expresion soluble. Sélo se cribé una genoteca relativamente pequefia de células de levadura (3 x 105) que
presentaban un scFv mutagenizado al azar para identificar estos mutantes, lo que indica que este sistema
proporcionara una poderosa herramienta para el disefio de las propiedades de unién de proteinas de la superficie
celular y secretadas por eucariotas.

Otra forma de realizacion preferente del presente aspecto de la invencién proporciona un método para la
presentacion de proteinas que no se presentan en forma de su secuencia normal ("tipo silvestre"). En el ejemplo
mostrado, el receptor de linfocitos T para el antigeno no se expresé en forma de su secuencia de "tipo silvestre". Sin
embargo, después de la mutagénesis aleatoria y la seleccion mediante citometria de flujo con los anticuerpos
especificos de conformacion apropiados, los receptores mutantes se expresaron en la superficie de células de
levadura. Esta estrategia permitira el descubrimiento de nuevos receptores de linfocitos T y proporciona un método
para la presentacion de practicamente cualquier polipéptido. Por lo tanto, la presente invencién también proporciona
un método para seleccionar proteinas por su capacidad de presentacién en la superficie de una célula de levadura,
que comprende la etapa de: transformar células de levadura con un vector que expresa una proteina a ensayar
fusionada a una proteina de pared celular de levadura, en el que se utiliza la mutagénesis para generar una
poblacion variegada de mutantes de la proteina a ensayar; marcar las células de levadura con un primer marcador,
en el que el primer marcador se asocia con las levaduras que expresan la proteina a ensayar y no se asocia con las
levaduras que no expresan la proteina a ensayar; aislar las células de levadura con las que se asocia el primer
marcador, cuantificando el primer marcador, en el que una gran presencia del primer marcador indica que la proteina
a ensayar tiene las propiedades de presentacion deseables y en el que una baja presencia del primer marcador
indica que la proteina a ensayar no tiene las propiedades de presentacion deseables. Preferentemente, la proteina
ensayada es un anticuerpo, un fragmento de anticuerpo Fab, Fv o scFv o el dominio de unién a ligando de un
receptor de superficie celular. Un ejemplo representativo de un receptor de superficie celular es un receptor de
linfocitos T.

Otros aspectos, caracteristicas y ventajas adicionales de la presente invencion resultaran evidentes a partir de
la siguiente descripcion de las formas de realizacion actualmente preferentes de la invencion proporcionadas para
los fines de la descripcion.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Para que el tema en el que se logran y pueden entenderse en detalle las anteriormente citadas caracteristicas,
ventajas y objetos de la invencidn, pueden tenerse descripciones mas concretas de la invencion por referencia a
determinadas formas de realizacién de la misma que se ilustran en los dibujos adjuntos. Estos dibujos forman parte
de la memoria descriptiva. Hay que resefiar que los dibujos adjuntos ilustran formas de realizacién preferentes de la
invencion y por lo tanto no deben considerarse limitativos en su alcance.

La figura 1 es un esquema, que muestra la maduracion de la afinidad in vitro mediante la presentacion en
levaduras.

La figura 2 muestra la ilustracion esquematica de la presentacion en la superficie de levaduras. Se fusioné un
epitopo peptidico de nueve aminoacidos del antigeno de hemaglutinina (HA) al extremo C-terminal de la
subunidad AgaZ2p de la a-aglutinina, seguido de la secuencia scFv anti-fluoresceina de 4-4-20. Se fusiond un
epitopo de identificacion adicional de diez residuos (c-myc) en el extremo C-terminal del scFv, lo que permitid
la cuantificacion de la presentacion de la fusion independiente de la unién a antigeno por los marcadores HA
o c-myc. Puede utilizarse el marcador HA o c-myc para la normalizacién a la variaciéon del nimero de
proteinas de fusion presentadas en la citometria de flujo con dos marcadores.

La figura 3 muestra un vector para la presentacion en la superficie de levaduras. La figura 3A muestra la
construccion del vector de pCT202. La figura 3B muestra los sitios de restriccion especificos y la regulacion
de la transcripcion por la galactosa, los epitopos de identificacion c-myc C-terminal y HA N-terminal y el sitio
de escision de la proteasa Factor Xa.

La figura 4 demuestra que las fusiones presentadas pueden detectarse mediante técnicas de fluorescencia,
mostrando un histograma de citometria de flujo de levadura marcada con a-c-myc/a-raton-PE.

La figura 5 muestra que la unién del antigeno por 4-4-20 scFv puede detectarse mediante fluorescencia,
mostrando un histograma de citometria de flujo de la levadura marcada con FITC-dextrano (2 x 10° Da).

La figura 6 muestra que la actividad de 4-4-20 y c-myc puede detectarse de forma simultanea y demuestra
una correlacion 1:1 de sefales de fluorescencia; por lo tanto, la variacion de la sefial de intensidad 1 (FITC)
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puede normalizarse a la variacion de célula a célula en la expresién de la proteina de interés por la intensidad
de la sefial 2 (PE).

La figura 7 muestra la secuencia del casete del gen AGA2-HA-4-4-20-c-myc.

La figura 8 muestra imagenes de microscpia confocal de levaduras que presentan scFv. Se marcaron con
AcMo 9E10 la levadura que contenia el plasmido que dirige la expresién en superficie del péptido HA (figura
8A) o la fusion scFv (figura 8B), seguido de un conjugado secundario IgG anti-ratéon-R-ficoeritrina (PE) y
FITC-dextrano. Se recogieron imagenes DIC (paneles superiores), de fluorescencia PE roja (paneles
centrales) y de fluorescencia FITC verde (paneles inferiores).

La figura 9 muestra los analisis de citometria de flujo de las levaduras que presentan scFv. Las cepas de
levadura que presentan un péptido irrelevante (figura 9A) o el 4-4-20 scFv (figura 9B) se marcaron con
AcMo 9E10 y FITC-dextrano. Las células que presentaban scFv también se trataron con DTT 5 mM antes del
marcado (figura 9C). (i) Histogramas univariantes de fluorescencia PE asociada con el marcado mediante
9E10; (ii) histogramas univariantes de fluorescencia FITC; (iii) histogramas bivariantes que muestran la
correlacion entre la fluorescencia PE y FITC.

La figura 10 demuestra el enriquecimiento de levaduras que presentan variantes mejoradas de scFv
mediante seleccion cinética y clasificacion de células mediante citometria de flujo. Las levaduras que
expresan una genoteca de 4-4-20 scFv mutagenizada (figura 10A) y una combinacion de levaduras resultado
de tres rondas de seleccion cinética y amplificacion (figura 10B) se sometieron a disociacion competitiva de
antigeno fluorescente con 5-aminofluoresceina, dejando las células que presentaban los mutantes de union
mas estrictos con la relacion de intensidad FITC/intensidad PE mas elevada.

La figura 11 muestra una cinética de disociacion de la interaccion entre la fluoresceina y el scFv presentado
en superficie. Se marcaron con AcMo 9E10 y FITC-dextrano levaduras que presentaban 4-4-20 scFv
(circulos), mutantes 4M1.1 (cuadrados) aislado de la genoteca y mutantes 4M1.2 (triangulos). Se afiadid
5-aminofluoresceina como competidor. Se siguidé la media de la intensidad de la fluorescencia FITC de la
poblaciéon de células positivas para 9E10 en funciéon del tiempo. La pendiente de la linea es igual a la
velocidad de disociacion cinética, y el valor extrapolado en el instante t = 0 segundos es igual a la valencia de
la interaccion. MFl; = media de la intensidad de fluorescencia relativa de la levadura en el instante t = i.

La figura 12 muestra los niveles de expresion y las propiedades de union a antigeno del scFv-KJ16
presentado en la superficie de levaduras (sombreado) y el Aga2p/HA testigo (sin sombrear). Se transformo la
cepa de levadura EBY 100 con scFv-KJ16 clonado en el vector de presentaciéon en levaduras pCT202 o el
vector pCT202 en solitario. Después de la induccién en un medio galactosa a 20°C durante toda la noche, se
tifneron las células con anticuerpos fluorescentes y se analizaron mediante citometria de flujo, (figura 12A)
scFv-KJ16/levadura o Aga2p/HA/levadura tefiido con AcMo de ratén anti-HA (12CA5) seguido de IgG de
cabra anti-ratén marcada con FITC, (figura 12B) scFv-KJ16/levadura o Aga2p/HA/levadura tefiido con AcMo
de raton anti-ccmyc (9E10) seguido de 1gG de cabra anti-ratdn marcada con FITC, (figura 12C)
scFv-KJ16/levadura o Aga2p/HA/levadura tefiido con scTCR biotinilado a ~ 10 nM seguido de un conjugado
de estreptavidina-ficoeritrina, y (figura 12D) scFv-KJ16/levadura tefiido con scTCR biotinilado seguido de un
conjugado de estreptavidina-ficoeritrina en presencia (sombreado) o ausencia (sin sombrear) de la IgG KJ 16
intacta a 100 mg/ml.

La figura 13 muestra la isoterma de union a antigeno en equilibrio del scFv-KJ16 presentado en la pared
celular, determinada mediante citometria de flujo. Se incubd la cepa de levadura EBY100 que presentaba
scFv-KJ16 en superficie con distintas concentraciones de scTCR biotinilado, se marcé con un conjugado de
estreptavidina-ficoeritrina y se detecté mediante citometria de flujo. Los datos se representaron graficamente
en forma de diagrama de Scatchard o como titulacion (detalle) y se determiné una Kp efectiva de ~ 500 nM.
MFU se refiere a la media de unidades de fluorescencia.

La figura 14 muestra los dos histogramas de fluorescencia dimensionales y la ventana de clasificacion
utilizada para seleccionar los mutantes scFv-KJ16. El scFv-KJ16 clonado en el vector de presentacién
pCT202 se transformd en la cepa mutagena de E. coli XL1-Red (Stratagene) y se propagé durante seis ciclos
de crecimiento durante toda la noche. Los plasmidos de la genoteca de mutantes se purificaron y utilizaron en
la transformacion con LiAc (Gietz et al., 1995) de la levadura EBY100. Después de la induccién a 30°C, las
levaduras se clasificaron utilizando un clasificador de células activado por fluorescencia. (Figura 14A)
Histograma representativo de la primera ronda de clasificacion de células, con la ventana de clasificacion
indicada y (figura 14B) histograma representativo de la cuarta ronda de clasificacion (ronda final), que ilustra
un enriguecimiento de la poblacién en la ventana de clasificacion.

La figura 15 muestra la media de los niveles de union al AcMo anti-HA, AcMo anti-c-myc o scTCR biotinilado
para diez clones seleccionados al azar a partir de la clasificacion final que se muestra en la figura 14B. Se
indujeron diez mutantes y wt scFv-KJ16/levadura en medio con galactosa a 30°C durante toda la noche. Las
células se analizaron mediante citometria de flujo después de la tincién con AcMo de ratén anti-HA seguido
de IgG de cabra anti-raton marcada con FITC (barras abiertas), de ratén anti-c-myc seguido de 1gG de cabra
anti-ratén marcada con FITC (barras grises) o scTCR biotinilado a ~ 40 nM seguido de un conjugado de
estreptavidina-ficoeritrina (barras negras).

La figura 16 muestra las distribuciones del marcado con fluorescencia para la union a anti-c-myc o scTCR de
tres mutantes seleccionados que se muestran en la figura 4. Tres clases de mutantes scFv-KJ16/levadura se
sometieron a doble tincion con anti-c-myc y scTCR biotinilado seguido de IgG de cabra anti-ratdbn marcada
con FITC y un conjugado de estreptavidina-ficoeritrina, a continuacién se analizaron mediante citometria de
flujo como se describe en la figura 4. Se muestran las distribuciones de fluorescencia para cada mutante
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scFv-KJ16/levadura (sombreado) y wt scFv-KJ16/levadura (sin sombreado). Las figuras 16A y 16B, mut4;
figuras 16C y 16D, mut7; figuras 16E y 16F, mut10.

La figura 17 muestra las isotermas de unidn a antigeno en equilibrio para tres mutantes mostrados en la
figura 16. Aga2p/HA/levadura, wt scFv-KJ16/levadura y tres scFv-KJ16/levadura mutantes caracterizados en
la figura 16 se tifieron con diversas diluciones de scTCR biotinilado seguido de un conjugado de
estreptavidina-ficoeritrina. Después del analisis mediante citometria de flujo, se realizé un grafico de las
isotermas de union con MFU en funcién de la dilucion de scTCR.

La figura 18 muestra el analisis de la secuencia de mut7, mut4 y scFv-KJ16 de tipo silvestre. Los plasmidos
procedentes de wt scFv-KJ16/levadura y dos mutantes (mut4 y mut7) se recuperaron mediante rescate de
plasmido y se transformaron en células competentes de E. coli DH5a para producir plasmidos para la
secuenciacién, como se describe mas adelante. Se realizé el analisis de secuencia utilizando cebadores que
flanqueaban el scFv del vector de presentacion. Las mutaciones se indican en negrita.

La figura 19 muestra los perfiles de citometria de flujo de la unién del anticuerpo a la levadura que se ha
transformado con un plasmido que contiene un gen monocatenario del receptor de linfocitos T (VaV). La
secuencia normal o de tipo silvestre (wt) se compara con varios mutantes (nTCR7, TCR15, TCR16) que se
seleccionaron después de la mutagénesis aleatoria del plasmido scTCR. La seleccién implicaba la union del
anticuerpo 1B2, que reconoce un epitopo conformacional en el receptor de linfocitos T, seguido de varias
rondas de clasificacion de células activada mediante fluorescencia. En el primer panel, las células de
levadura se tifieron con un anticuerpo (12CA5) contra el marcador HA. En el segundo panel, las células de
levadura se tifieron con un anticuerpo (1B2) contra el receptor de linfocitos T. Aunque en cada caso el
epitopo HA se expresa en la superficie, sélo aquellas células que expresan un plasmido mutagenizado son
capaces de expresar el receptor de linfocitos T natural (positivo para 1B2).

La figura 20 muestra los perfiles de citometria de flujo de la union del anticuerpo a la levadura que han sido
transformados con mutantes dobles a partir de la seleccion que se muestra en la figura 19. Las células se
tiferon para la citometria de flujo como se describe en la figura 19. Los mutantes dobles expresaron un
aumento del nivel del receptor de linfocitos T (es decir, material reactivo a 1B2). Los resultados muestran que
combinando las mutaciones individuales es posible potenciar el nivel de expresién en la superficie celular del
receptor de linfocitos T.

La figura 21 muestra la secuencia de las mutaciones que conducen a una expresion potenciada del receptor
de linfocitos T de superficie celular. Estas incluian los residuos 17 de la V3, 43 de la Va y 104 de la Va.

La figura 22 muestra los niveles relativos de secrecion de scTCR. Los niveles de expresion soluble (unidades
arbitrarias) de scTCR producidos utilizando el sistema de expresion en levaduras con bajo nimero de copias.
Se analizaron los cultivos por triplicado de clones independientes para la actividad ELISA de 1B2.

La figura 23A muestra los histogramas de flujo de levadura que presenta scTCR. Se presentan las
poblaciones de células seleccionadas para el tipo silvestre y los mutantes representativos simples, dobles y
triples. En cada histograma se indica la media de unidades de fluorescencia (fluorescencia FITC: anti-HA,
fluorescencia PE: 1B2). Anti-HA indica el nimero de fusiones de superficie y 1B2 indica el nimero de células
que presentan scTCR adecuadamente plegado. La figura 23B muestra la correlacion entre la expresion en
superficie y la secrecion soluble. Se compara el scTCR de superficie activo para 1B2 determinado mediante
flujo con la actividad 1B2 del material soluble secretado mediante ensayo ELISA. Como minimo, se realizaron
experimentos de flujo por duplicado para determinar la media de unidades de fluorescencia de un clon
concreto.

La figura 24A muestra las estabilidades de temperatura de scTCR. Las muestras de sobrenadante de
levadura que contienian scTCR se sometieron a las temperaturas indicadas durante una hora. Se analizaron
las muestras por triplicado para determinar las fracciones activas para 1B2 mediante ELISA. Las fracciones
se normalizaron de forma independiente a la unidad por la sefial ELISA de mayor intensidad que no tenia
pérdida de actividad. La figura 24B muestra la cinética de la desnaturalizacion térmica de scTCR. Actividad
ELISA de 1B2 de las muestras de sobrenadante se monitorizé en funcién del tiempo. Cada muestra se incubd
a 46°C. Se indican las velocidades de desnaturalizacion térmica cinética observadas (kobs) @ 46°C. En la
figura 24A y en la 24B, se realizan comparaciones para TRX-TCR mas que scTCR de tipo silvestre porque
no se detecté scTCR de tipo silvestre en los sobrenadantes de levadura.

La figura 25 muestra la correlacion entre la estabilidad térmica y la expresién soluble. Se compara la
actividad ELISA de scTCR 1B2 que quedaba después de la incubacion a 48°C durante una hora, con los
niveles relativos de secrecion (ELISA de 1B2). Se analizaron las muestras por triplicado para los niveles de
secrecion y para los analisis de desnaturalizacion térmica.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Tal como se utiliza en el presente documento, la expresién "maduracion de la afinidad" se refiere a un proceso
de mutacion y seleccién sucesiva por el cual se seleccionan los anticuerpos de mayor afinidad. Tal como se utiliza
en el presente documento, el término "aglutinina" se refiere a una proteina de adhesion de la superficie de levaduras
que une entre si dos células de levadura durante el apareamiento. Tal como se utiliza en el presente documento, el
término "anticuerpo" se refiere a una proteina producida por los sistemas inmunitarios de mamiferos que se une
firmemente y especificamente a moléculas concretas. Tal como se utiliza en el presente documento, el término
"ligando" se refiere a una molécula a la que se une especificamente una proteina concreta. Tal como se utiliza en el
presente documento, el término "antigeno" se refiere a un ligando al que se une especificamente un anticuerpo. Tal
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como se utiliza en el presente documento, la expresion "region determinante de complementariedad" o "CDR" se
refiere a la porcion de un anticuerpo que entra directamente en contacto con el antigeno unido. Tal como se utiliza
en el presente documento, la expresion "clasificacion de células activadas por fluorescencia”" o "citometria de flujo"
se refiere a un método para clasificar poblaciones de células en base al marcado con fluorescencia diferencial. Tal
como se utiliza en el presente documento, el término "hapteno" se refiere a un antigeno pequefio que no puede
estimular una respuesta inmunitaria sin estar conjugado con un vehiculo. Tal como se utiliza en el presente
documento, la expresion "anticuerpo monocatenario” o "SCA" se refiere a una fusion de porciones de las cadenas
pesada y ligera de un anticuerpo que conserva un unico sitio de unién activo. El término scFv se utiliza
indistintamente para referirse a un anticuerpo monocatenario. Tal como se utiliza en el presente documento, la
expresion "epitopo de identificacion" se refiere a una secuencia contigua de aminoacidos a la que se une
especificamente un anticuerpo cuando esta fusionada a otra proteina. Tal como se utiliza en el presente documento,
el término "HA" se refiere a la secuencia de epitopo de identificacion YPYDVPDYA (SEC ID N° 1). Tal como se
utiliza en el presente documento, el término "c-myc" se refiere a la secuencia de epitopo de identificacion
EQKLISEEDL (SEC ID N° 2). Tal como se utiliza en el presente documento, el término "scFv 4-4-20" se refiere a un
scFv que se une especificamente a la fluoresceina y fluoresceina conjugada con otras moléculas tales como biotina
o dextrano. Tal como se utiliza en el presente documento, el término "AGA2p" se refiere al producto del gen de
aglutinina a de tipo de apareamiento AGA2 de levadura. La expresion "capacidad de presentacion” se utiliza para
describir una combinacién de caracteristicas biofisicas que permiten que una proteina escape del aparato de "control
de calidad" de la secrecion que conserva y degrada las proteinas anémalamente plegadas (Hammond y Helenius,
1995.) Las proteinas presentadas en la superficie de la célula de levadura deben pasar primero con éxito por la
etapa de control de calidad. Se cree que la estabilidad termodinamica y la cinética de plegamiento de las proteinas
juntas determinan la eficacia para escapar del aparato de control de calidad.

Segun la presente invencion, pueden emplearse técnicas convencional de biologia molecular, microbiologia y
de ADN recombinante dentro de los conocimientos de la técnica. Tales técnicas estan explicadas con todo detalle en
la literatura. Véanse, por ejemplo, Maniatis, Fritsch y Sambrook, "Molecular Cloning: A Laboratory Manual (1982)";
DNA Cloning: A Practical Approach", volumenes | y Il (D.N. Glover ed., 1985); "Oligonucleotide Synthesis" (M.J. Gait
ed. 1984), "Nucleic Acid Hybridization" (B.D. Hames & S.J. Higgins eds. (1985)); "Transcription and Translation"
(B.D. Hames & S.J. Higgins eds. (1984)); "Animal Cell Culture" (R.l. Freshney, ed. (1986)); "Immobilized Cells And
Enzymes" (IRL Press, (1986)); B. Perbal, "A Practical Guide To Molecular Cloning" (1984).

Un "vector" es un replicon, tal como un plasmido, bacteriéfago o cosmido, al que puede fijarse otro segmento
de ADN con el fin de provocar la replicacion del segmento fijado.

Una "secuencia codificante” de ADN es una secuencia de ADN bicatenario que se transcribe y traduce en un
polipéptido in vivo cuando se coloca bajo el control de las secuencias reguladoras apropiadas. Los limites de la
secuencia codificante vienen determinados por un codon de inicio en el extremo 5’ (amino) terminal y un codén de
terminacion de la traduccion en el extremo 3’ (carboxilo) terminal. Una secuencia codificante puede incluir
secuencias procariotas, ADNc de ARNm eucariota, secuencias de ADN gendémico de ADN eucariota (por ejemplo,
de mamifero) e incluso secuencias de ADN sintéticas. Por lo general habra una sefal de poliadenilaciéon y una
secuencia de terminacién de la transcripcion en direccién 3’ respecto a la secuencia codificante.

Las secuencias de control de la transcripcion y la traduccion son secuencias reguladoras de ADN, tales como
promotores, potenciadores, sefiales de poliadenilacion, terminadores y similares, que proporcionan la expresion de
una secuencia codificante en una célula hospedadora.

Una "secuencia promotora" es una region reguladora de ADN capaz de unirse a la ARN polimerasa en una
célula e iniciar la transcripcion de una secuencia codificante cadena abajo (direccion 3’). A efectos descriptivos de la
presente invencion, la secuencia promotora esta limitada en su extremo 3’ por el sitio de iniciacién de la transcripcion
y se extiende cadena arriba (direccion 5') hasta incluir el nimero minimo de bases o elementos necesarios para
iniciar la transcripcion a niveles detectables por encima del fondo. Dentro de la secuencia promotora se encontrara
un sitio de iniciacion de la transcripcion (definido convenientemente mediante mapeo con nucleasa S1), asi como
dominios de unién a proteinas (secuencias consenso) responsables de la union de la ARN polimerasa. Los
promotores eucariotas suelen contener, aunque no siempre, cajas "TATA" y cajas "CAT". Los promotores
procariotos contienen secuencias de Shine-Dalgarno ademas de las secuencias consenso -10 y -35.

Una "secuencia de control de la expresion" es una secuencia de ADN que controla y regula la transcripcion y la
traduccion de otra secuencia de ADN. Una secuencia codificante esta "bajo el control" de las secuencias de control
de la transcripcion y la traduccién en una célula cuando la ARN polimerasa transcribe la secuencia codificante a
ARNm, que a continuacién es traducida a la proteina codificada por la secuencia codificante.

Un "gen de seleccion” se refiere a un gen que permite distinguir las células que presentan un fenotipo
necesario tras la aplicacion de determinadas condiciones. Por ejemplo, el cultivo de bacterias en un medio que
contiene antibidticos para seleccionar las células bacterianas que contienen genes de resistencia a antibiéticos.

El término "cebador" tal como se utiliza en el presente documento, se refiere a un oligonucleodtido, esté
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presente de manera natural como en una digestidon con enzimas de restriccion purificada o sea producido
sintéticamente, que es capaz de actuar como punto de iniciacion de la sintesis cuando se coloca en condiciones en
las que ese induce la sintesis de un producto de extension del cebador, que es complementario a una hebra de
acido nucleico, es decir, en presencia de nucleétidos y un agente inductor tal como una ADN polimerasa y a una
temperatura y pH adecuados. El cebador puede ser monocatenario o bicatenario y debe ser suficientemente largo
para cebar la sintesis del producto de extensién deseado en presencia del agente inductor. La longitud exacta del
cebador dependera de muchos factores, inlcuidos la temperatura, la fuente del cebador y el método utilizado. Por
ejemplo, para aplicaciones de diagnostico, dependiendo de la complejidad de la secuencia diana, el cebador
oligonucleotidico contiene por lo general 15-25 o mas nucleétidos, aunque puede contener menos nucledtidos.

Los cebadores del presente documento se seleccionan para que sean "sustancialmente" complementarios a
diferentes hebras de una secuencia concreta de ADN diana. Esto significa que los cebadores deben ser
suficientemente complementarios para hibridar con sus respectivas hebras. Por lo tanto, la secuencia del cebador no
necesita reflejar la secuencia exacta del molde. Por ejemplo, puede fijarse un fragmento de nucledtido no
complementario al extremo 5’ del cebador, siendo el resto de la secuencia del cebador complementaria a la hebra.
Como alternativa, pueden intercalarse en el cebador secuencias mas largas o bases no complementarias, siempre
que la secuencia del cebador tenga suficiente complementariedad con la secuencia o hibride con ella y forme de ese
modo el molde para la sintesis del producto de extension.

Una célula se ha "transformado" mediante ADN exdgeno o heterélogo cuando dicho ADN se ha introducido
dentro de la célula. EI ADN transformante puede estar integrado o no (unido covalentemente) en el genoma de la
célula. En procariotas, levaduras y células de mamifero por ejemplo, el ADN transformante puede mantenerse en un
elemento episomal tal como un plasmido. Con respecto a las células eucariotas, una célula transformada de manera
estable es una en la que el ADN transformante se ha integrado en un cromosoma de manera que sera heredado por
las células hijas a través de la replicacion cromosémica. Esta estabilidad se demuestra por la capacidad de la célula
eucariota para establecer lineas celulares o clones compuestos por una poblacion de células hijas que contienen el
ADN transformante. Un "clon" es una poblacién de células derivadas de una sola célula o ancestro comun por
mitosis. Una "linea celular" es un clon de una célula primaria que es capaz de crecimiento estable in vitro durante
muchas generaciones.

Una region "heterologa” del constructo de ADN es un segmento identificable de ADN dentro de una molécula
de ADN mayor que no se encuentra en asociacion con la molécula mayor en la naturaleza. Por lo tanto, cuando la
region heterdloga codifica un gen de mamifero, el gen estara normalmente flanqueado por ADN que no flanquea el
ADN gendmico de mamifero en el genoma del organismo de origen. En otro ejemplo, la secuencia codificante es un
constructo en el que la secuencia codificante en si no se encuentra en la naturaleza (por ejemplo, un ADNc en el que
la secuencia codificante gendmica contiene intrones o secuencias sintéticas que tienen codones diferentes de los del
gen natural). Las variaciones alélicas o los acontecimientos mutacionales de origen natural no dan lugar a una region
heteréloga de ADN segun se define en el presente documento.

Se conocen varias secuencias polipeptidicas que pueden fusionarse a proteinas y sa las que se unen
especificamente los anticuerpos y que pueden utilizarse como epitopos de identificacion. Estas incluyen, por
ejemplo, HA (SEC ID N° 1), c-myc (SEC ID N° 2), DTYRYI (SEC ID N° 3), TDFYLK (SEC ID N° 4), EEEEYMPME
(SEC ID N° 5), KPPTPPPEPET (SEC ID N°6), HHHHHH (SECID N°7), RYIRS (SECIDN°8) y DYKDDDDK
(SEC ID N°9).

Los anticuerpos son moléculas proteicas producidas por el sistema inmunitario humano para reconocer, unirse
a e intervenir en la eliminacion de sustancias extrafias del cuerpo. Se han desarrollado tecnologias para aprovechar
los anticuerpos para un diagndstico y tratamiento altamente especificos del cancer. Por ejemplo, inmovilizando
radioisétopos o toxinas a un anticuerpo que se une a las células tumorales, es posible suministrar una dosis
orientada de tales agentes citoliticos al tejido enfermo dejando el tejido circundante relativamente ileso. Los
anticuerpos también son herramientas esenciales en biotecnologia y son ampliamente utilizados para fines
analiticos, por ejemplo, para cuantificar las cantidades traza de sustancias y separaciones, y para purificar productos
biolégicos deseados a partir de mezclas complejas.

En estas aplicaciones, son cruciales tanto la potencia de la union del anticuerpo con su diana (afinidad) como la
selectividad con la que un anticuerpo se une solo a su diana concreta (especificidad). Por esta razén, los ingenieros
de proteinas tratan de modificar y mejorar las caracteristicas de unién de anticuerpos concretos. Los abordajes
racionales para el disefio estructural de anticuerpos han tenido un éxito limitado y los métodos disponibles para el
cribado aleatorio tienen limitaciones significativas.

El abordaje del problema del ajuste de la afinidad de los anticuerpos del sistema inmunitario de los mamiferos
es mediante un proceso llamado "maduracién de la afinidad", en el que ciclos de mutacién y seleccion evolutiva
producen anticuerpos que se unen a sus dianas con mas potencia. La presente descripciéon proporciona un sistema
nuevo y potente para disefiar la afinidad y la especificidad de los anticuerpos, construyendo un analogo microbiano
del repertorio de linfocitos B del sistema inmunitario de los mamiferos. Los anticuerpos se presentan en la superficie
de células de levadura mediante fusion genética con proteinas de la pared celular. Después de la mutacion, se
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seleccionaron variantes en base a la mejora de las caracteristicas de unién con las dianas marcadas con
fluorescencia.

Se ensay6 el método de presentacion de anticuerpos en levaduras estudiando anticuerpos modelo cuyas
propiedades fisicas y quimicas ya estan bien caracterizadas. A continuacion, se aplican sencillamente estos
métodos a los anticuerpos de interés practico. Se combinan la maleabilidad genética de la levadura, la facilidad de
cultivo de este microbio y la capacidad de modificar las condiciones de unién de los anticuerpos en el tubo de
ensayo para producir un control sin precedentes sobre el disefio de la afinidad y especificidad del anticuerpo.

La ventaja del método de genoteca de la presente descripcion es que es especialmente adecuado para
proteinas tales como los anticuerpos. El método mas ampliamente utilizado actualmente consiste en el "“panning™
de anticuerpos presentados en la superficie de bacteriéfagos. La presentacion en levaduras tiene varias ventajas
frente a la presentacion en bacteriéfagos. En primer lugar, no es necesario romper la unién antigeno-anticuerpo para
recuperar las variantes firmemente unidas. Las rigurosas condiciones necesarias para interrumpir esta unioén en los
métodos de la técnica anterior pueden reducir la infectividad del bacteriéfago. En segundo lugar, una mayor
diversidad de la genoteca debida a la menor delecion clonal es una ventaja. Es bien sabido que muchas estructuras
de anticuerpos no pueden ser procesadas correctamente por el aparato secretor bacteriano. Las células de levadura
son eucariotas y poseen vias de secrecion muy similares a las células de mamifero. En tercer lugar, la presente
descripcion proporciona una determinacion mas exacta y precisa de la afinidad antigeno-anticuerpo. La presencia de
10* moléculas por célula elimina la variacién estocastica que se obtiene con sdélo unas pocas moléculas por
bacteriofago. Por ultimo, la cuantificacion de la fluorescencia mediante citometria de flujo proporciona una medida
continua de antigeno unido a la superficie sin un conocimiento a priori de la afinidad por comparacion con la
dicotomia binaria unido/liberado con el “panning” de bacteriéfagos. Ademas, las bacterias poseen una capa de
lipopolisacarido que hace de barrera de permeabilidad macromolecular impidiendo el acceso de anticuerpos o
proteinas a las moléculas presentadas.

La presente descripcion proporciona un sistema de presentacion en superficie para la expresion y la seleccion
in vitro de genotecas de péptidos y proteinas en levaduras. Se ha fusionado un epitopo peptidico de nueve residuos
(HA) a la subunidad de union de una proteina de pared celular de levadura (AGA2), seguido del Fv monocatenario
anti-fluoresceina de 4-4-20. La seleccion se realizd mediante citometria de flujo en mezclas de células con y sin la
fusion presentada. Se consiguieron enriquecimientos de 600 veces en un pase de clasificacion. El sistema de la
presente descripcion ilustra un proceso para la maduracion de la afinidad de anticuerpos in vitro, asi como un
proceso para la evolucion dirigida de otras proteinas y péptidos, con las ventajas de (i) un esquema de seleccion por
citometria de flujo con doble marcador que permite una mejor discriminacion de la afinidad que el “panning”; (ii)
hasta 10* copias de la secuencia presentada por célula, que elimina las variaciones estocasticas en la seleccion; y
(iii) la expresion de la genoteca en levaduras, con un sesgo de expresion modificado o potencialmente mejorado que
podria producir clones que serian suprimidos de una genoteca expresada en E. coli.

Un objeto de la presente descripcion es el disefio de anticuerpos para mejorar la afinidad y la especificidad.
Con este fin, se estudio la unién anticuerpo-hapteno a través de la mutagénesis y el cribado de anticuerpos
expresados en la pared celular externa de la levadura Saccharomyces cerevisiae. Como eucariota
experimentalmente facil y genéticamente flexible, la levadura presenta ventajas significativas frente a la presentacion
en bacteriéfagos filamentosos como plataforma para el disefio y la expresion de anticuerpos. En esencia, se
construy6 in vitro un analogo microbiano del repertorio de linfocitos B del sistema inmunitario de mamiferos, lo que
permitié llevar a cabo la maduracién de la afinidad de los anticuerpos en condiciones estrictamente controladas de
mutagénesis y seleccion. Como resultado, pudieron lograrse anticuerpos de afinidad y especificidad
significativamente mejorada.

Un aspecto de la presente descripcion proporciona un método para seleccionar proteinas con propiedades de
union deseables que comprende: transformar células de levadura con un vector que expresa una proteina a ensayar
fusionada en su extremo N-terminal a una proteina de union de la pared celular de levadura; marcar la células de
levadura con un primer marcador, en el que el primer marcador se asocia con las levaduras que expresan la proteina
a ensayar y no se asocia con las levaduras que no expresan la proteina a ensayar; seleccionar las células de
levadura con las que se asocia el primer marcador; cuantificar el primer marcador, en el que una gran presencia del
primer marcador indica que la proteina a ensayar tiene las propiedades de union deseables y en el que una baja
presencia del primer marcador indica que la proteina a ensayar no tienen las propiedades de union deseables.

Una forma realizacion preferente de la presente descripcion incluye adicionalmente las etapas de: marcar las
células de levadura con un segundo marcador, en el que el segundo marcador se asocia con las levaduras que
expresan un epitopo de identificacion fusionado a la proteina a ensayar y codificado por el vector y no se asocia con
las levaduras que no expresan el epitopo de identificacion codificado por el vector; cuantificar el segundo marcador,
en el que una presencia del segundo marcador indica un nimero de copias expresadas de la proteina marcada con
el epitopo a ensayar en la superficie de la célula de levadura; y comparar la cuantificacion del primer marcador con
la cuantificacion del segundo marcador para determinar la presencia del primer marcador normalizada a la presencia
del segundo marcador, en el que una gran presencia del primer marcador con respecto a la presencia del segundo
marcador indica que la proteina a ensayar tiene las propiedades de unién deseables.
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Otra forma de realizacion preferente de la presente descripcion incluye las etapas de: marcar las células de
levadura con un tercer marcador que compite con el primer marcador por la unién a la proteina a ensayar; marcar las
células de levadura con el primer marcador; cuantificar el primer marcador; marcar las células de levadura con el
segundo marcador; cuantificar el segundo marcador; y comparar la cuantificaciéon del primer marcador con la
cuantificacion del segundo marcador para determinar la presencia del primer marcador normalizada a la presencia
del segundo marcador, en el que un baja presencia del primer marcador con respecto a la presencia del segundo
marcador indica que la proteina a ensayar tiene las propiedades de unién deseables.

Otro aspecto de la presente descripciéon proporciona un vector para llevar a cabo el método de la presente
invencion, que comprende una proteina de unién de pared celular fusionada a un extremo N-terminal de una
proteina de interés. Las formas de realizacion preferentes de este aspecto de la presente descripcion incluyen
medios de expresion de un epitopo de identificaciéon polipeptidico en las células de levadura. Una forma de
realizacion mas preferente proporciona que la proteina de unién de la pared celular es una subunidad de unién de
proteina aglutinina de levadura, incluso mas preferentemente, la proteina aglutinina de levadura es Aga2p.

La presente invencion proporciona un método de seleccion de proteinas con propiedades fenotipicas
mejoradas con respecto a las de la proteina de tipo silvestre, que comprende las etapas de: transformar células de
levadura con un vector que expresa una proteina a ensayar fusionada a una proteina de pared celular de levadura,
en el que se utiliza la mutagénesis para generar una poblacion variegada de mutantes de la proteina a ensayar;
marcar las células de levadura con un primer marcador, en el que el primer marcador se asocia con las levaduras
que expresan la proteina a ensayar y no se asocia con las levaduras que no expresan la proteina a ensayar; aislar
las células de levadura con las que se asocia el primer marcador; y analizar y comparar las propiedades de la
proteina mutante expresada por la levadura con propiedades de la proteina de tipo silvestre, en el que se
seleccionan células de levadura que presentan proteinas mutantes con propiedades mejoradas frente a la proteina
de tipo silvestre. Como se ha descrito anteriormente, con esta forma de realizacion puede emplearse un segundo y/o
tercer marcador y la seleccion de las proteinas mutadas de interés con propiedades fenotipicas mejoradas puede
implicar ciclos iterativos de las etapas de enriquecimiento y de marcado.

En formas de realizacion preferentes, la proteina de pared celular de levadura es una aglutinina; la proteina a
ensayar esta fusionada por su extremo N-terminal al extremo C-terminal de una subunidad de union de aglutinina; la
cepa de levadura es de un género seleccionado del grupo que consiste en Saccharomyces, Pichia, Hansenula,
Schizosaccharomyces, Kluyveromyces, Yarrowia y Candida; la proteina a ensayar es un anticuerpo o un fragmento
de anticuerpo Fab, Fv o scFv, mas preferentemente la proteina a ensayar es el dominio de union a ligando de un
receptor de superficie celular, incluso mas preferentemente, el receptor de superficie celular es un receptor de
linfocitos T.

Un objeto de la presente invencidn es proporcionar un método para seleccionar proteinas mutantes que
presentan propiedades fenotipicas mejoradas seleccionadas del grupo que consiste en la expresion en superficie, la
estabilidad, el nivel de secrecion y la solubilidad, en el que los mutantes de la proteina a ensayar pueden contener
mutaciones individuales o mutaciones multiples.

En otro aspecto mas de la presente invencion, puede utilizarse un segundo marcador para determinar
cuantitativamente los niveles de expresion en la superficie celular, que pueden utilizarse como ensayo para
seleccionar otras propiedades fenotipicas deseables, tales como la expresion intracelular, la estabilidad, la constante
de unién, la constante de disociacion, el nivel de secrecion y la solubilidad.

Las proteinas mutantes seleccionadas mediante los métodos de la presente invencion pueden caracterizarse
adicionalmente clonando el gen que codifica las proteinas mutantes seleccionadas en un vector adaptado para la
expresion en un eucariota; y expresando la proteina mutante en el eucariota, en el que las propiedades mejoradas
de la proteina mutante se confirman comparando las propiedades fenotipicas de las propiedades mejoradas de la
proteina mutante con las propiedades de la proteina de tipo silvestre. Preferentemente, el eucariota esta
seleccionado del grupo que consiste en mamiferos, insectos o levaduras. Debido a que el fenotipo del mutante
seleccionado es una propiedad intrinseca de la "nueva" proteina (es decir, mutada), este abordaje también es
aplicable a la expresion del mutante en otros sistemas de expresion no eucariotas.

Otro aspecto preferente de la presente invencién proporciona un método para la presentacion de proteinas que
no presentan en forma de su secuencia normal ("de tipo silvestre"). En el ejemplo mostrado, el receptor de linfocitos
T para el antigeno no se expresd en forma de su secuencia "de tipo silvestre". Sin embargo, después de la
mutagénesis aleatoria y la seleccion mediante citometria de flujo con los anticuerpos especificos de conformacion
apropiados, los receptores mutantes se expresaron en la superficie de las células de levadura. Esta estrategia
permitira descubrir nuevos receptores de linfocitos T y proporciona un método para la presentacion de practicamente
cualquier polipéptido. Por lo tanto, la presente invencién también proporciona un método para seleccionar proteinas
por su capacidad de presentacion en la superficie de una célula de levadura, que comprende las etapas de:
transformar células de levadura con un vector que expresa una proteina a ensayar fusionada a una proteina de
pared celular de levadura, en el que se utiliza la mutagénesis para generar una poblacién variegada de mutantes de
la proteina a ensayar; marcar las células de levadura con un primer marcador, en el que el primer marcador se
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asocia con las levaduras que expresan la proteina a ensayar y no se asocia con las levaduras que no expresan la
proteina a ensayar; aislar las células de levadura con las que se asocia el primer marcador, cuantificando el primer
marcador, en el que una gran presencia del primer marcador indica que la proteina a ensayar tiene las propiedades
de presentacion deseables y en el que una baja presencia del primer marcador indica que la proteina a ensayar no
tiene las propiedades de presentacion deseables. Preferentemente, la proteina ensayada es un anticuerpo o un
fragmento de anticuerpo Fab, Fv o scFv, o el dominio de union a ligando de un receptor de superficie celular. Un
ejemplo representativo de un receptor de superficie celular es un receptor de linfocitos T.

Los siguientes ejemplos se dan con el fin de ilustrar diversas formas de realizacion de la invencién y no
pretenden limitar de ninguna manera la presente invencion.

EJEMPLO 1

Medios/Tampones

En el presente documento se utilizan los siguientes medios/tampones:
E. coli

Medio LB (1X): triptona Bacto (Difco, Detroit, MI): 10,0 g; extracto de levadura Bacto (Difco): 5,0 g; NaCl:
10,0 g. Completar hasta 1 litro, esterilizar en autoclave. Para las placas, afiadir 15 g/l de agar y esterilizar en
autoclave.

Reserva de ampicilina: 25 mg/ml de sal sédica de ampicilina en agua. Esterilizar por filtracion y almacenar en
alicuotas de 4 ml a -20°C. [ ] de trabajo = 35 mg/mlI-50 mg/ml; 4 ml de alicuota en 11 — 100 mg/ml; 2 ml de
alicuota en 1 I— 50 mg/ml. Afadir al autoclave LB sélo después de que se haya enfriado hasta ~ 55°C.

Medio SOC (100 ml): triptona Bacto al 2%: 2,0 g; extracto de levadura al 0,5% (Difco): 0,5 g; NaCl 10 mM:
0,2ml 5M; MgCl, 10mM: 1,0ml 1 M; MgSOs 10 mM: 1,0 ml 1M; Dextrosa 20 mM: 0,36 g. Esterilizar en
autoclave o esterilizar por filtracion.

Levadura

Minimo sintético + casaminoacidos (SD-CAA) 500 ml
Dextrosa (Glucosa) 10,00 g
Base nitrogenada de levadura sin aminoacidos (Difco) 3,35g
NazHPO4 . 7H20 5,1 g
NaH2PO4 . Hzo 4,28 g
Casaminoacidos (Trp-, Ura-) (Difco) 259

Afadir dH,0 hasta el volumen final. Esterilizar por filtracion y refrigerar. Para las placas, disolver fosfatos de
sodio y de sorbitol hasta una concentracion final 1 M en 400 ml de dH,O. Afiadir 7,5 g de agar y esterilizar en
autoclave. Disolver dextrosa, base nitrogenada y aminoacidos en 100 ml de dH»O vy esterilizar por filtracion. Ahadir
los reactivos filtrados después que las sales esterilizadas en autoclave se hayan enfriado lo suficiente como para
tocarlas.

SG-CAA (medio de induccion) 500 ml
Galactosa 10,00 g
Base nitrogenada de levadura sin aminoacidos (Difco) 3,35g
NazHPO4 . 7H20 5,1 g
NaH2p04 . Hzo 4,28 g
Casaminoacidos (Trp-, Ura-) (Difco) 259

Anadir dH20 hasta el volumen final. Esterilizar por filtracién y refrigerar.

Enriguecido (YPD) (1000 ml): Extracto de levadura: 10 g; peptona (Difco): 20 g; Dextrosa: 20 g. Afadir dH,O hasta
1 1. Esterilizar en autoclave.

TAE (Tris-acetato): Solucion de trabajo: Tris-acetato 0,04 My EDTA 0,001 M

Reserva (50X): entl
Base Tris 242 g
Acido acético glacial 57,1 ml
EDTA0,5M (pH 8,0) 100 ml
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TBE (Tris-borato): Solucién de trabajo: Tris-borato 0,09 M y EDTA 0,001 M

Reserva (5X): entl
Base Tris 54 g
Acido bdrico 27,59

EDTA0,5M (pH 8,0) 20,0 mi

Tampon de parada 10X (Restriccion): glicerol al 50% v/v; EDTA 0,1 M (pH 7,5); SDS al 1% p/v; azul de bromofenol
al 0,1% p/v. Combinar todos los componentes excepto el colorante y ajustar el pH a 7,5 antes de afadir el colorante.

Tincién -- bromuro de etidio: 0,5 mg/ml en agua; Reserva: 10 mg/ml. Diluciones de reserva: 1/10 en TBE. Anadir
100 ml de dilucién en 100 ml de tampén.

Solucion de trabajo TBS: Tris-HCI 10 mM, NaCl 140 mM y EDTA 5 mM. Esterilizar por filtracion.

EJEMPLO 2

Protocolo: réplica en placa

1. Elegir un material adecuado para las transferencias de colonias, asegurandose de que esta lavado, seco y
esteéril.

2. Marcar el fondo de cada placa de réplica nueva con una flecha para alinear la placa. Marcar también la
placa de partida.

3. Quitar la tapa de la placa de partida, colocarla boca abajo y alinear la flecha del fondo con la marca en el
material de transferencia de colonias. Depositar la placa en la superficie del material y presionar suavemente
sobre toda la placa. Verificar de que la placa no se mueva después de que haya tocado el material. Retirar la
placa y volver a colocar la tapa. Pueden verse las porciones de las colonias que se han transferido al
material.

4. Repetir este procedimiento con una de las placas de réplica nuevas. Verificar que la flecha coincida con la
marca también para hacer una réplica exacta. Mantener a la luz para ver las diminutas colonias que se han
transferido.

5. Repetir todo el procedimiento para cada placa de réplica a realizar.

6. Incubar las placas de réplica en las condiciones apropiadas para el cultivo selectivo. Las colonias suelen
crecer en de uno o dos dias.

EJEMPLO 3

Protocolo: electrotransformaciéon de levaduras

Preparacion de células:

1. Inocular 50 ml de YPD con un cultivo de una noche hasta una DO de 0,1.

2. Cultivar las células a 30°C con agitacion vigorosa hasta una DOgg de 1,3 a 1,5 (aproximadamente 6
horas).

3. Recoger en rotor frio a 3.500 rpm durante 5 minutos a 4°C. Desechar el sobrenadante.

4. Lavar bien las células mediante resuspensiéon en 50 ml de agua estéril fria. Centrifugar como antes y
desechar el sobrenadante.

5. Repetir la etapa 4 con 25 ml de agua fria.

6. Resuspender en 2 ml de sorbitol 1 M estéril enfriado en hielo. Centrifugar como antes y desechar el
sobrenadante.

7. Resuspender en 50 ml de sorbitol 1 M enfriado en hielo. El volumen final de células es de
aproximadamente 150 ml (suficiente para 3 transformaciones).

Electrotransformacion:

1. Colocar las cubetas de 0,2 cm y la cdamara de portaobjetos blanca en hielo.

2. En un tubo Eppendorf, afadir 50 ml de suspension de levadura y mezclar suavemente en <5 ml (0,1 mg)
de ADN de plasmido en TE. Verificar que el ADN se afiade a la levadura ya en el Eppendorf. Colocar sobre
hielo durante 5 minutos (Este periodo de tiempo es bastante critico).

3. Ajustar el GENE PULSER a 1,5kV y 25 mF. Ajustar el controlador de pulsos a 200 W. La constante de
tiempo para este pulso debe ser de 4,5 ms a 5,0 ms.

4. Transferir 40 ml de mezcla de células/ADN a la cubeta de electroporacién previamente enfriada. Golpear
suavente el contenido hasta que llegue al fondo, verificando que la muestra quede en contacto con ambos
laterales de aluminio de la cubeta. Colocar la cubeta en el portaobjetos de camara de seguridad refrigerado.
Empujar el portaobjetos en la cdmara hasta que la cubeta entre en contacto con los electrodos en la base de
la camara.

5. Aplicar un pulso a los ajustes anteriormente indicados.
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6. Retirar el portaobjetos con la cubeta y afadir inmediatamente a la cubeta 1 ml de sorbitol 1 M frio. Mezclar
y devolver la cubeta al hielo. Extender 200 ml en placas selectivas que contienen sorbitol 1 M.

EJEMPLO 4

Protocolo: transformacion de E. coli

1. Descongelar una alicuota de HB101 competente en cuanto a eficacia de subclonacién (-70°C de
almacenamiento) en hielo, manteniendo todos los reactivos en hielo. Utilizar células DH5a para la
complementacién de lac z; DM-1 para ausencia de metilacion.

2. Distribuir 50 ml de HB101 en el nimero necesario de tubos Eppendorf, uno para cada muestra de ADN,
uno para pBR322 (testigo positivo) (pUC19 para DH5a y DM-1), uno sin ADN (testigo negativo).

3. Alicuotar las células no utilizadas en porciones de 50 ml y congelar de nuevo en un bafio de hielo/EtOH
seco; almacenar a -70°C.

4. Aidadir 1 ml de ADN (1 mg) a los tubos Eppendorf (1 ml de pBR322 o pUC19), golpear suavente los tubos
para mezclar, a continuacion incubar en hielo durante 30 minutos. Para las ligaciones, utilizar 1-2 ml de
mezcla de ligacion (en exceso, deteriora la transformacion).

5. Choque térmico a 37°C durante 20 segundos. (45 segundos a 42°C para las células DM-1).

6. Colocar en hielo durante 2 minutos, a continuacién afadir 0,95 ml de medio SOC a temperatura ambiente.
Incubar a 37°C durante 1 hora en un bafio (agitaciéon opcional) o en un agitador en una sala a 37°C.

7. Sembrar 100-200 ml de células sobre LB, 100 mg/ml de ampicilina e incubar durante toda la noche a 37°C.

EJEMPLO 5

Protocolo: Purificacién de ADN con GELase®

La preparacién Wizard® PCR (Promega; Madison, WI) es un protocolo alternativo para purificar ADN a partir de
un gel. Se recomienda GELase® si el rendimiento de la preparacion Wizard® es bajo. Los bajos rendimientos se dan
si los fragmentos deseados tienen una longitud inferior a 200 kb o superior a 5 kb.

1. Separar los fragmentos de ADN sobre un gel de agarosa de bajo punto de fusion al 1% en tampdn 1x TAE
de nueva aportacion.

2. Teiir el gel con bromuro de etidio en agua. Utilizar la lampara UV de mano, recortar los fragmentos de
interés con una hoja de afeitar nueva.

3. Colocar el corte de gel en un tubo Eppendorf previamente pesado. Pesar de nuevo los dos para determinar
el peso del corte de gel. Si el peso del corte de gel es superior a 300 mg, dividir las muestras en dos tubos
después de la etapa 6.

4. Afiadir 2 ml de tampén 50x GELase® por cada 100 mg de corte de gel.

5. Incubar el tubo que contiene el corte de gel a 70°C hasta que el gel esté completamente fundido. Esto
llevara al menos 20 minutos. Una buena técnica es esperar 30 minutos, pipetear la mezcla arriba y abajo un
par de veces, y a continacion esperar otros 10 minutos. Verificar que gel esté completamente fundido.

6. Equilibrar el gel fundido a 45°C durante al menos 30 minutos.

7. Afadir 1 U de GELase® por cada 150 mg de agarosa fundida. Incubar durante 4 horas. Para > 600 mg,
afiadir 2 U de GELase”.

8. Anadir a la solucién 1 volumen (1 volumen = mg de corte de gel) de acetato de amonio 5 M. Si se utilizan
> 300 mg de gel, se necesita un tubo mas grande para la precipitacion con etanol.

9. Anadir 2 volumenes (1 volumen =mg de corte de gel + acetato de amonio) de etanol al 100% a
temperatura ambiente e invertir varias veces.

10. Sedimentar el ADN mediante centrifugacién durante al menos 30 minutos a temperatura ambiente en
19 RAL. Sila concentracion de ADN es muy baja, esperar 30 minutos después de anadir el etanoly a
continuacion centrifugar durante 30 minutos.

11. Aspirar el sobrenadante con una pipeta y desechar.

12. Lavar el sedimento con etanol al 70% a temperatura ambiente.

13. Disolver el ADN en agua o TE. A continuacién puede almacenarse el ADN a -20°C.

EJEMPLO 6

Protocolo: Ligacién

Materiales: ADN ligasa de T4 y 2x tampon de ADN ligasa de T4

Para la fosfatacion: fosfatasa intestinal de ternero (CIP) y tampdn (de ser necesario). Para la generacion de
extremos romos: mezcla de dNTP (0,5 mM). Fragmento de Klenow de la ADN polimerasa | de E. coli o la ADN
polimerasa de T4. Para la unién: conectores oligonucleétido- DTT 0,2 mM.

1. En una mezcla de reaccion de 20 ml, escindir los componentes individuales del ADN con la endonucleasa
de restriccion apropiada. Una vez finalizada la reaccion, inactivar las enzimas calentando 15 minutos a 65°C.
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Si no se necestian tratamientos enzimaticos adicionales, pasar a la etapa 6.

2. Si se van a eliminar los fosfatos 5 de uno de los ADN, afiadir 2 ml de 10X tampén CIP y CIP 1 U; incubar
de 30 a 60 minutos a 37°C. Una vez finalizada la reaccion, inactivar el CIP por calentamiento de 15 minutos a
75°C. Si no se necesitan tratamientos enzimaticos adicionales, pasar a la etapa 6.

3. Para la generacion de extremos romos, afiadir 1 ml de una solucién que contiene los 4 dNTP (0,5 mM cada
uno) y una cantidad apropiada del fragmento de Klenow de la ADN polimerasa | de E. coli o la ADN
polimerasa de T4; llevar a cabo la reaccion de rellenado o recorte. Una vez finalizada, inactivar las enzimas
por calentamiento de 15 minutos a 75°C. Si van a afiadirese conectores oligonucleétido, pasar a la etapa 4. Si
se desea un fragmento de ADN que contenga sdélo un extremo romo, escindir los productos de reaccion con
una endonucleasa de restriccion apropiada. Si no se necesitan tratamientos enzimaticos adicionales, pasar a
la etapa 6.

4. Anadir de 0,1 mg a 1,0 mg de un conector oligonucleétido apropiado, 1 ml de ATP 10 mM, 1 ml de DTT
0,2 My de 20 a 100 unidades de extremos cohesivos de ADN ligasa de T4; incubar durante toda la noche a
15°C. Inactivar la ligasa por calentamiento de 15 minutos a 75°C.

5. Escindir los productos de la etapa 4 con la enzima de restriccion que reconoce el conector oligonucledétido,
ajustar las condiciones de tampon, de ser necesario. Si s6lo uno de los dos extremos va a contener un
conector, escindir los productos con una enzima de restriccion adicional.

6. Aislar los segmentos de ADN deseados mediante electroforesis en gel, de ser necesario. A continuacion,
purificar (GeneClean II® o GELase®).

7. Ligacion: 9 ml de los ADN constitutivos (de 0,1 mg a 5 mg), 4 ml de tampodn de ligasa 5x, 1 ml (extremo
cohesivo) de ADN ligasa de T4 (BRL: 1 unidad = 300 unidades de extremos cohesivos, necesitan de 20 a 500
unidades de extremos cohesivos), afiadir agua hasta 20 ml. Incubar de 1 a 24 horas a 16°C.

8. Introducir 1 ml de los productos ligados en células competentes de E. coliy seleccionar los transformantes.
A continuacion, realizar una minipreparacion y el mapeo de restriccion para cribar en busca del producto
deseado.

EJEMPLO 7
Clonacion:

Todas las transformaciones se dieron en la cepa de E. coli DH5a siguiendo el protocolo del fabricante.

¢ PCR de arranque en caliente utilizando Ampliwax PCR gem (Perkin-Elmer-Cetus, Norwalk, CT) - protocolo
del fabricante para tubos de paredes delgadas.

¢ Kit GeneAmp PCR Core Reagents (Perkin-Elmer-Cetus)

e Equipo DNA Thermal Cycler 480 (Perkin-Elmer-Cetus)

AGA2
Clonado mediante PCR.

¢ El molde para la PCR fue la genoteca de ADNg de S. cerevisiae del CEN BANK (Coleccion Americana de
Cultivos Tipo, Rockville, MD).

e Cebadores: 5-ATTAGAATTCCCTACTTCATACATTTTCAA-3’ (SECID N°10) y
5-ATTACTCGAGCTATTACTGCAGagcgtagtctggaacgtcgtatgggtaAAAAACATACT GTGTGTTTATGGG-3
(SEC ID N° 11).

o Perfil térmico:

Desnaturalizacion: 1 minuto a 94°C

Hibridacion: 2 minutos a 41°C (primeros 5 ciclos), 2 minutos a 45°C (25 ciclos adicionales)
Extension: 25 segundos a 72°C

Etapa final de formacién de extremos romos: 10 minutos a 72°C

Se clond el producto de la PCR en el plasmido pCR-Script utilizando el kit PCR-Script SK(+) Cloning Kit
(Stratagene, La Jolla, CA) siguiendo el protocolo del fabricante. Se escindié el fragmento de AGA2 de 342 pb con
EcoRI y Xhol, se purifico sobre un gel de agarosa al 1% (protocolo 6.1.7.2) y se subcloné en el pCR-Script que
contenia el promotor CUP 1 como un fragmento Kpnl/EcoRI.

Péptido HA
Se insert6 el péptido HA mediante mutagénesis de casete. Se sintetizaron hebras de oligonucleotidos

complementarios que codificaban la secuencia de reconocimiento del Factor Xa y el epitopo HA con protuberancias
cohesivas permitiendo la ligacion al sitio Xhol en 3’ del clon AGA2, destruyendo al mismo tiempo este sitio; un sitio
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Sacl cadena abajo en el pCR-Script hibridado y ligado al constructo CUP1-AGA2 en el pCR-Script. El inserto incluia
un nuevo sitio Xhol en el extremo 3’ de la secuencia de HA. Se escindi6 CUP1-AGA2-HA como un fragmento
Kpnl/Xhol, se purificé en un gel de agarosa al 1% y se subclon6 en el vector lanzadera de levadura pRS314 (1) que
ya que contenia la secuencia terminadora del factor alfa, para formar el vector de presentacion en superficie

pCT101. Secuencias de oligonucledtidos:
5-TCGACGATTGAAGGTAGATACCCATACGACGTTCCAGACTACGCTCTG CAGTAATAGATTATCCTCGAGCT-3
(SEC ID N° 12) y 5-CGAGGATAATCTATTACTGCAGAGCGTAGTCTGGAACGTCGTATGGGT

ATCTACCTTCAATCG-3 (SEC ID N° 13).

Se escindio el promotor GAL del vector YCplac22-GAL. En primer lugar, se clonaron en este vector conectores
palindrémicos de 12 pb con protuberancias cohesivas apropiados para modificar los sitios de restriccion en ambos
extremos: EcoRI — Kpnl (E/KLINK) y BamHI — EcoRI (B/ELINK). El fragmento Kpnl/EcoRI resultante se cloné en el
pCT101 para formar el vector pCT201. Secuencias de oligonucledtidos: E/LLINK 5-AATTGGTACC-3’
(SEC ID N° 14); B/ELINK 5’-GATCGAATTC-3’ (SEC ID N° 15).

Se amplificéd el 4-4-20 scFv mediante PCR como se ha indicado anteriormente:

¢ Molde: 4-4-20 en el vector GenX (obtenido de D. Kranz, Departamento de Bioquimica de la UIUC).

e Cebadores: 5’-ggttggccaagctagcGACGTCGTTATGACTCAA-3 (SEC ID N° 16) y
5’-ggccggccaactcgagctattacaagtcticticagaaataagcttttgttc TGAGGAGACGGTGACTGA-3’ (SEC ID N° 17).

o Perfil térmico:

Desnaturalizacion: 1 minuto a 94°C

Hibridacion: 2 minutos a 40°C (primeros 5 ciclos), 2 minutos a 48°C (30 ciclos adicionales)
Extension: 50 segundos a 72°C

Etapa final de formacion de extremos romos: 10 minutos a 72°C

Se clono el producto de la PCR en el pCR-Script y se subclono en el pCT201 como un fragmento Nhel/Xhol
utilizando los métodos anteriormente indicados, crando el vector pCT202. Se creé el vector pCT302 insertando un
oligonucleotido sintético (Centro de Biotecnologia de la UIUC) que codificaba un conector (Glys-Ser)s en el marco
entre los marcos de lectura abiertos 4-4-20 y AGA2 de pCT202.

AGA1
Amplificado mediante PCR como se ha indicado anteriormente:

e Molde: CEN BANK

e Cebadores: 5-ATTAGAATTCAGCTAAAAAAACCAAAAAAT-3 (SEQ ID N° 18) y
5-ATTACTCGAGctaTTAACTGAAAATTACATTGC-3' (SEQ ID N° 19).

e Perfil térmico:

Desnaturalizacion: 1 minuto a 94°C

Hibridacion: 2 minutos a 41°C (primeros 5 ciclos), 2 minutos a 45°C (25 ciclos adicionales)
Extension: 2 minutos, 20 segundos a 72°C

Etapa final de formacion de extremos romos: 10 minutos a 72°C

Se purificé el producto de la PCR en gel utilizando el kit GELase®. Se clond el fragmento Kpnl/Sstl de pCT201
en el vector pRS316. A continuacion, éste se digirié con EcoRI y Xhol, el fragmento AGA2 cortado se elimind
mediante purificacion en gel del fragmento de vector restante y se ligé al producto de PCR AGA1 purificado digerido
con EcoRl y Xhol. El clon resultante fue el pCT211. Posteriormente se clon6 el fragmento Kpnl/Sstl de pCT211 en el
vector Ylplac211 para formar vector plU211.

EJEMPLO 8

Expresién en levaduras

Cepa de levadura S. cerevisiae BJ5465 (a ura3-52 trp1 leu2D1 his3D200 pep4:His2 prb1D1.6R can GAL). Esta
cepa es un mutante pep4 y prbl, por lo que es deficiente en proteasas. Se han suprimido tres marcadores
nutricionales y puede utilizarse para la seleccion de plasmidos: URA3, TRP1 y LEU2. Se ha delecionado HIS3, pero
la delecion de PEP4 esta cubierta con un marcador HIS.

Transformacion:

Se cortd el vector plU211 con BsiWI lo que se produce Unicamente dentro de la secuencia AGA1. Se
transformaron simultaneamente aproximadamente 100 ng de este vector linealizado y 200 ng de pCT202 en la cepa
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de levadura BJ5465 mediante electroporacion (protocolo 2.6.1). Los transformantes se selecccionar en placas
SD-CAA.

Condiciones experimentales de induccion:

Se inoculd una unica colonia de levadura transformada con plU211 y pCT202 en 3 ml de SD-CAA y se cultivo
~ 24 horas a 30°C. La densidad celular en este instante era ~ 10’-10° células/ml (es decir, DOgoo ~ 1-3). Se
recogieron mediante centrifugacion células suficientes para inocular 3 ml de SG-CAA a DOgq inicial de ~ 0,5. Se
hizo crecer este cultivo ~ 20 horas a 30°C.

EJEMPLO 9

Marcado con fluorescencia de células de levadura

Se utilizo el siguiente método para el marcado con fluorescencia de células de levadura:

1. Recoger 0,2 OD-ml (a 600 nm) de las células después del cultivo durante 20 horas en SG-CAA mediante
centrifugacion durante ~ 10-30 segundos a 14.000 g.

2. Lavar el sedimento celular mediante resuspensién en TBS y centrifugacion.

3. Resuspender el sedimento en un volumen apropiado de TBS para generar un volumen final de 100 ml para
la incubacion. Agregar las siguientes cantidades de reactivos de marcado, segun proceda: 1 ml de 25 mg/ml
de FITC-dextrano (PM 2.000.000) (Sigma); 1 ml de liquido ascitico con AcMo 9E10 (Babco) o 10 ml de 9E10
a 100 mg/ml (Santa Cruz Biotechnology); 100 ml de AcMo 12CA5 (Boehringer-Mannheim) a 10 mg/ml en
TBS. Mezclar mediante agitacion vorticial o pipeteando arriba y abajo.

4. Incubar 1 hora a temperatura ambiente, mezclando las células aproximadamente cada 20 minutos agitando
el tubo, mediante agitacion vorticial o pipeteando.

5. Centrifugar las células y resuspender en un volumen apropiado de TBS para generar 100 ml de volumen
final. Afadir los reactivos secundarios segun corresponda en las siguientes cantidades: 4 ml de a-ratén-PE
(Sigma); 2 ml de a-ratén-FITC (Sigma); 1 ml de FITC-dextrano.

6. Incubar 30 minutos a temperatura ambiente.

7. Centrifugar y lavar como en la etapa 2.

8. Resuspender el sedimento en 100 ~ ml de base Tris 10 mM, pH 8,3 (para cualquier cosa marcada con
FITC) o TBS para la microscopia. Para la citometria de flujo, resuspender en 500 ml de Tris 10 mM (densidad
celular final ~ 10%/ml 0 mas). Las muestras tienen que estar en tubos de microcentrifuga de 0,5 ml para la
citometria de flujo. Para los experimentos que utilizan biotina-fluoresceina, las células se cultivaron, se
indujeron, se recogieron y se marcaron como se ha descrito con biotina-fluoresceina 10 mM en lugar de
FITC-dextrano como marcador primario y una mezcla de 3 mg de estreptavidina-PE y 1 mg de F(ab'), de
cabra anti-raton conjugado con RED613 (Life Technologies, Grand Island, NY) como reactivos secundarios
de marcado.

EJEMPLO 10

Microscopia de fluorescencia confocal

Se cultivaron la levadura que contenia el plasmido que dirige la expresion en superficie del péptido HA
(pCT201) o la fusién scFv (pCT202) durante 20 horas en medio que contenia galactosa al 2% como unica fuente de
carbono y posteriormente se marcaron con el AcMo 9E10, seguido de un conjugado secundario IgG
anti-raton-R-ficoeritrina (PE) y FITC-dextrano, como se ha descrito. Se montaron las células marcadas en
portaobjetos recubiertos con polilisina en medio de montaje dlicerol al 90% que contenia 1 mg/ml de
p-fenilendiamina como reactivo anti-decoloracion y se analizaron con un microscopio confocal de barrido laser (UIUC
Beckman Institute Microscopy Suite) a una velocidad de 8 segundos con un objetivo de 63 aumentos. Se recogieron
imagenes de DIC, de fluorescencia roja de PE y de fluorescencia verde de FITC.

EJEMPLO 11

Clasificacion y analisis mediante citometria de flujo

Se analizaron las suspensiones de células de levadura marcadas en un citometro de flujo Coulter Epics XL en
el Flow Cytometry Center del Centro de Biotecnologia de la UIUC. La tasa de acontecimientos se mantuvo cercana a
500 células/segundo. La poblacién se sometié a seleccion mediante dispersion de luz para evitar el examen de los
agregados celulares y se recogieron los datos de 100 mil acontecimientos. Para los experimentos iniciales de
clasificacion celular, se mezcl6 la levadura que portaba el vector pCT202 con la cepa original sin transformar BJ5465
y se clasificaron en base a la sefial de FITC en un banco de trabajo de clasificacién de células Coulter 753
modificado con la electrénica de clasificacion CICERO (UIUC Flow Cytometry Center). Se sembraron las muestras
preclasificadas y clasificadas en medio no selectivo, a continuacion se realizé la réplica en placa en medio selectivo
para el vector pCT202. Se determiné la pureza como la fraccién de colonias no selectivas que eran viables en las
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placas selectivas.
EJEMPLO 12

Cuantificacién del nivel de expresion de anticuerpos en superficie

Se marcaron células que portaban el vector pCT202 y perlas Quantum Simply Cellular (Sigma, St. Louis, MO),
con AcMo 12CAS5 conjugado con FITC (Boehringer Mannheim, Indianapolis, IN) a 10 g/ml en TBS como se ha escrito
y se analizaron en un citémetro de flujo Coulter Epics XL. La comparacion de la intensidad de fluorescencia de la
muestra de levadura con las perlas convencionales permitié determinar la capacidad de unién del anticuerpo de las
células de levadura de presentacion mediante regresion lineal utilizando QuickCal para Quantum Simply Cellular
(Sigma).

EJEMPLO 13

Analisis cinético de disociacion del antigeno a partir de células que presentan scFv.

Se cultivaron células de levadura que portaban el plasmido pCT202 y se marcaron con AcMo anti-c-myc 9E10
y FITC-dextrano o biotina-fluoresceina, como se ha descrito anteriormente. Se analizé mediante citometria de flujo
una fraccién de la poblacion marcada para determinar el nivel inicial de fluorescencia. Se afiadié un competidor no
fluorescente (5-aminofluoresceina) a una concentracion final de aproximadamente 10 mM (una cantida ~ 1.000
veces superior) y se siguiod la fluorescencia FITC o PE de la poblacion de células positivas para c-myc en funcion del
tiempo a temperatura ambiente (21°C-23°C) en un Coulter Epics XL. Los datos se ajustaron como un decaimiento
exponencial. La probabllldad de que un antigeno polivalente esté unido a la célula en funcion del tiempo se da
mediante P=1-(1-¢ ) en el que N es la valencia, k es la constante de velocidad cinética para la disociacion y t
es tiempo. Para una t grande, esto se reduce a P = Ne*. Por lo tanto, extrapolacion de los datos de t grande al
instante cero se obtiene P = N, o una intensidad de fluorescencia de Fext = N Fo, en el que Fex: €s la fluorescencia
extrapolada en el momento de la adicion del competidor y F, es la fluorescencia inicial real. Por lo tanto, la valencia
de la interaccioén del scFv 4-4-20 presentado en superficie y FITC-dextrano polivalente se determiné como la
interseccion y de las curvas de la figura 11.

Se ensayo la unién a fluoresceina soluble (FDS) observando la ext|n0|on de la fluorescencia por las células
enteras que presentaban scFv. Se suspendieron las células a 2 x 10" células/ml en TBS + BSA al 0,1% en una
cubeta de cuarzo termostatizada a 23°C y se titularon con FDS en un intervalo de 0 nM-7,5 nM. Se observo la
fluorescencia a 520 nm con un espectrofluorémetro SLM Aminco SPF-500 utilizando 488 nm de excitacién. Se
titularon las células testigo que presentaban un scFv irrelevante para obtener una pendiente para un ajuste de dos
parametros de un modelo de unién en equilibrio a los datos, produciendo las constantes de equilibrio y las
concentraciones de scFv efectivas. Después de la titulacion de equilibrio, se afiadid 5-aminofluoresceinaa 1 mM y
se siguid el cambio de fluorescencia de la muestra en el tiempo para determinar la Ko para FDS.

EJEMPLO 14

Mutagénesis del gen de scFv

Se transformaron por duplicado aproximadamente 100 ng de pCT302 en la cepa de E. coli XL1-Red
(Stratagene, La Jolla, CA) segun el protocolo del fabricante. Al cabo de 1 hora de induccién en medio SOC, se
combinaron los dos grupos transformantes y se sembré 1/2.000 de la combinacién en medio LB que contenia
100 mg/ml de ampicilina para determinar la eficacia de transformacién. Se inocularon 5 ml de medio LB liquido que
contenia 50 mg/ml de ampicilina mas 100 mg/ml de carbenicilina (LB-AMP50-CARB100), con el resto de los
transformantes y se cultivaron durante toda la noche a 37°C (DOeoo ~ 1,0). Se recogio un volumen suficiente de este
cultivo para inocular 50 ml de LB-AMP50-CARB100 a DOegy = 0,01 en un matraz agitador con deflector y se cultivd
hasta una DOeoo ~ 1,0-1,1 @ 37°C. Se recogieron las células mediante centrifugacién y se utilizaron para inocular
200 ml de LB-AMP50-CARB100 a DOgqo = 0, 001 y el cultivo se hizo crecer a 37°C hasta una DOggo ~ 1,0. Se aislo el
ADN del plasmido mediante el kit QIAGEN® Maxiprep (QIAGEN®, Santa Clarita, CA). Se transformé el ADN
recuperado en XL1-Red y se repitid tres veces el ciclo de crecimiento, lo que produjo un producto final sometido a
aproximadamente 90 generaciones de crecimiento en la cepa mutagena.

EJEMPLO 15

Expresién de |la genoteca vy cribado cinético

Se transformaron 50 mg de ADN de pCT302 mutagenizado en la cepa de levadura EBY100 mediante el
método de Gietz y Schiestl en diez reacciones separadas. Se combinaron los productos y se sembré 1/2.000 del
total en medio selectivo para determinar el nimero total de transformantes. El resto se inoculé en 50 ml de medio
selectivo con glucosa, se cultivd toda la noche a 30°C, se sometio a pases hasta una DOggo = 0,1 y se expandié 10
veces. Se inoculé medio con galactosa selectivo (5 ml) hasta una DOegoo = 0,5 y se cultivd durante toda la noche a
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30°C hasta una DOggo = 1,0-2,0. Se marcaron muestras de 107 células (1 DOgoo-ml) con FITC-dextrano como se ha
descrito anteriormente. Después del marcado, se resuspendieron las células en 5-aminofluoresceina 10 mM y AcMo
9E10 a temperatura ambiente durante 20 minutos, momento en el que se aclararon las muestras con tampén
enfriado con hielo para detener la disociacion competitiva del FITC-dextrano y se marcaron con anticuerpo
secundario anti-ratén-PE como se ha descrito anteriormente. Se clasificaron las muestras en un banco de trabajo
Coulter 753 con una ventana de clasificacion como se muestra en la figura 4 y una tasa de acontecimientos de
4.000/segundo. Se examinaron 6 x 107 células durante la ronda de clasificacion 1y la ventana se fij6 para recoger el
0,2% de la poblacion. Las células recogidas se volvieron a cultivar en medio con glucosa y se cambiaron a galactosa
como se ha descrito antes de repetir la competencia y la clasificacion. Se realizaron un total de cuatro rondas de
clasificacion y amplificacion. Se examinaron 4 x 10" células en la ronda 2 y 2 x 10" células en cada una de las
rondas 3 y 4. Las rondas 1 y 2 se llevaron a cabo en modo de enriquecimiento para proporcionar una elevada
recuperacion de todos los clones positivos y las rondas 3 y 4 se llevaron a cabo en modo de purificacién para
rechazar las células negativas coincidentes y conseguir factores de enriquecimiento mayores. Se sembraron los
productos de la ronda 4 para aislar clones individuales.

EJEMPLO 16

Establecimiento del sistema de presentacion de fusiones

Se ha construido una fusion de un gen que codifica un epitopo de identificacion peptidico con una proteina de
pared celular de levadura y se ha verificado la expresién en superficie del epitopo. Esta proteina de la pared celular,
a-aglutinina, esta implicada en la adhesién célula-célula durante el apareamiento de la levadura y por lo tanto esta
expuesta en la superficie celular externa como receptor para las aglutininas en células de tipo de apareamiento
opuesto. Se realizaron experimentos de ensayo de mezcla y clasificacion para determinar los rendimientos de la
purificacion en un solo pase y en dos pases y la pureza para el cribado de afinidad mediante citometria de flujo.

EJEMPLO 17

Aglutininas de apareamiento de levaduras

En el ciclo vital de la levadura, las células haploides se producen como uno de dos posibles tipos de
apareamiento, a o a. Cuando una célula haploide a y una célula haploide a entran en contacto fisico, se adhieren
entre si a través de interacciones fuertes y especificas entre unas proteinas de adhesién de superficie celular
denominadas "aglutininas". Una vez unidas de esta manera, las células se fusionan para formar una célula diploide.
Como plataforma para la presentacion de anticuerpos en la pared celular de levadura, se construyeron fusiones de
polipéptidos a una subunidad de a-aglutinina. Dado que el papel fisioldgico de las aglutininas es presentar los sitios
de union de la proteina en el exterior de la célula para una interaccion especifica y de alta afinidad con otras
proteinas, el impedimento estérico artefactual por componentes de la pared de células de levadura fue minima.

Como eucariota, la levadura posee un aparato secretor que es altamente homélogo al de los linfocitos B
secretores de anticuerpos. Como resultado, la secrecion ineficaz dependiente de clon artefactual debe reducirse al
minimo con este hospeadador. Numerosos estudios han revelado una sorprendente homologia entre las rutas
secretoras de mamiferos y de levadura, de manera que pueden intercambiarse moléculas concretas sin pérdida
significativa de la funcion, tanto in vivo como in vitro. La expresion de Bip de ratén sustituye funcionalmente la Bip de
levadura, cuya expresion es esencial para el crecimiento (Normington, 1989). La expresién de PDI de mamifero
sustituye funcionalmente la PDI de levadura, otra proteina luminal ER de levadura esencial (Gunther et al., 1993).
Dadas las grandes similitudes entre la secrecion de levadura y de mamifero, la variabilidad clonal en la expresion de
anticuerpos debida a un plegamiento anémalo deberia ser sustancialmente reducida en levaduras, en comparacion
con los huéspedes bacterianos. De hecho, se ha demostrado anteriormente el plegamiento, ensamblaje y secrecion
de anticuerpos activos en levaduras (Wood et al., '85;. Horwitz et al., '88).

La a-aglutinina de levadura se sintetiza como dos subunidades: Agailp, que posee una cola de
fosfatidil-inositol-glicano para el anclaje a la pared celular y Aga2p, que se une a la a-aglutinina con alta afinidad
(Ko = 1 nM) (Lipke y Kurjan, 1992). Aga1p y Aga2p estan unidas por enlaces disulfuro intersubunitarios y Aga2p se
libera al medio de cultivo después de incubacién con reductores tales como DTT. Aunque las colas de
fosfatidil-inositol-glicano se localizan generalmente en una membrana, se han acumulado pruebas concluyentes de
que Agalp se une al glucano fibroso de la pared celular mediante transglicosilacion (de Nobel y Lipke, 1994).

EJEMPLO 18

Construccion de la fusiéon

Con el fin de establecer la viabilidad del uso de fusiones de aglutinina para la presenciacion de polipéptidos en
la superficie de la célula de levadura, en primer lugar se fusion6 genéticamente a Aga2p un péptido "epitopo de
identificacion". Es sencillo ampliar este abordaje a las fusiones de anticuerpos. El paso de moléculas de scFv por la
ruta secretora de la levadura es eficaz, ya que se ha demostrado en levaduras el plegamiento, ensamblaje y la
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secrecion de Fab e IgG activos (Horwitz et al., 1988;. Wood ef al., 1985).

Se clond el gen AGA2 mediante PCR a partir de una genoteca de ADNg de levadura y se subclon6 en un
vector de expresion que contenia el promotor fuerte de CUP 1 inducible por cobre que permite una variacién 25
veces mayor del nivel de expresion. La secuencia codificante para el epitopo de identificacion HA de la gripe
(Tyr-Pro-Tyr-Asp-Val-Pro-Asp-Tyr-Ala) (SEC ID N° 1) se fusiono al extremo 3’ del marco de lectura abierto AGA2,
precedido por un sitio de escision de proteasa especifica de sitio del Factor Xa (lle-Glu-Gly-Arg') (SEC ID N° 26). La
secuencia de ADN de este constructo se muestra en la figura 7. Se han incluido sitios de restriccion convenientes
para la fusion “in-frame” de genes de anticuerpos monocatenarios.

Aunque la fusion Aga2p-HA es simplemente una construccion intermedia hacia la fusion final
Aga2p-HA-anticuerpo, proporciona un medio para confirmar que un péptido de fusidn esta anclado y esta accesible
en la superficie celular de este sistema. El anclaje del péptido HA a la pared celular externa por la fusién se ha
verificado mediante tincion de inmunofluorescencia de células enteras no fijadas con el AcMo 12CA5 (Boehringer
Mannheim, Indianapolis, IN), detectada mediante citometria de flujo y microscopia de fluorescencia (figura 9). Dado
que las moléculas enteras de anticuerpo 12CA5 se unen al epitopo HA sin ningun tratamiento bioquimico perjudicial
de la pared celular, la Aga2p es accesible al exterior de la célula para el reconocimiento macromolecular.

Como se ha descrito anteriormente, la subunidad de uniéon Aga2p se fija a la pared celular a través de enlaces
disulfuro con Aga1p, que esta anclada covalentemente a otros componentes de la pared celular. El tratamiento con
DTT suprime el marcado con 12CA5, lo que indica que la fusion Aga2p-HA esta fijada a la superficie celular
mediante enlaces disulfuro. Se clond el gen AGA1 mediante PCR y se subcloné cadena abajo del promotor GAL1.
Se indujo la expresion de AGA1 cambiando a medios de cultivo con galactosa.

Se incluyo el epitopo de identificacion HA en las fusiones de anticuerpos para permitir el doble marcado con
fluorescencia para ambos niveles de anticuerpos de superficie y la unidon de los antigenos marcados con
fluorescencia. Este abordaje desacopla las variaciones célula a célula en el nivel de expresion de anticuerpos a partir
de mediciones de una sola célula de la afinidad del antigeno. Por ejemplo, la inmunofluorescencia indirecta con IgG
secundaria marcada con ficoeritrina contra el anticuerpo monoclonal a-HA proporciona una medida de los nimeros
de anticuerpo en superficie, mientras que el antigeno marcado con fluoresceina unido a anticuerpos proporciona una
medida de la afinidad de unién. Debido a que se presentan = 10* copias de una a-aglutinina por célula, los efectos
estocasticos sobre las mediciones de unién son minimos. Dado que los citdmetros de flujo comerciales pueden
detectar menos de 10° moléculas de fluoréforo, la relacion sefial-ruido no debe resultar problematica. La relacion
entre fluorescencia verde (fluoresceina, es decir, la unién a antigeno) y fluorescencia roja (ficoeritrina, es decir, el
numero de anticuerpos) es proporcional a la fraccién de anticuerpos unidos por el antigeno.

Con el fin de ensayar los factores de separacion posibles con este método, se mezclaron en relaciones
definidas células que expresaban el epitopo de identificacion HA, con células de tipo silvestre. Se marcé la mezcla
de células con IgG frente a a-HA marcada con fluoresceina y se clasifico la subpoblacién con mayor fluorescencia
mediante citometria de flujo. Se volvié a cultivar la fraccion clasificada y se determind la fraccion de células que
portaban la fusion Aga2p-HA mediante réplica en placa para un marcador genético asociado con el vector de
expresion. A partir de esta informacion, se calculd la purificacion en un solo pase posible mediante este método.

EJEMPLO 19

Fusion de un anticuerpo monocatenario anti-fluoresceina a una a-aglutinina

Se ha construido y caracterizado un anticuerpo monocatenario anti-fluoresceina basado en el anticuerpo
monoclonal 4-4-20 (Bird, '88; Davis et al., 1991.). Se sabe que este anticuerpo monocatenario se pliega de manera
estable y conserva la afinidad de manera comparable a los fragmentos Fab. Se fusiond el gen para el anticuerpo
monoclonal 4-4-20 al gen de fusién AGA2-HA existente para la expresion en la superficie de células de levadura.

Los anticuerpos monoclonales contra fluoresceina son un sistema modelo Util para los estudios fisico-quimicos
de la interaccion anticuerpo-hapteno. Mediante este sistema se han estudiado la cinética de la unién
antigeno-anticuerpo (Kranz et al., 1982), el analisis termodinamico de la formacién de complejos (Herron et al.,
1986), el papel de las interacciones electrostaticas (Omelyanenko et al., 1993) y la mutagénesis dirigida al sitio de un
sitio de union del anticuerpo (Denzin et al., 1993).

La funcionalidad de la fusién de 4-4-20 presentada se determindé mediante la unién a dextrano marcado con
fluoresceina multiple (Sigma). Dado que la unidn del anticuerpo extingue las emisiones de fluoresceina, la
fluoresceina detectado representa los restos inmovilizados a dextrano que esta unido a la levadura a través de la
fluoresceina unida a 4-4-20.

EJEMPLO 20

Desarrollo del armazén de presentacion

21



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2451091 T3

La levadura tiene dos receptores de superficie celular relacionados conocidos como a y a-aglutinina que actian
para intervenir en la adhesion célula-célula entre células haploides a y a como preludio a la fusion para formar el
diploide (Lu, 1995). Se ha demostrado que la a-aglutinina esta unida covalentemente al glucano de la pared celular
por el extremo C-terminal (Lu, 1995; Schreuder, 1993) y se cree que la a-aglutinina se ancla mediante un enlace
similar (Lu, 1995). Se ha utilizado anteriormente la fusion a la porcién C-terminal de una a-aglutinina para anclar las
enzimas y los antigenos virales en la superficie de levaduras (Schreuder, 1993).

Como sistema modelo para el desarrollo del método de cribado de genotecas de presentacion en la superficie
de levaduras, los inventores han presentado un epitopo de identificacion c-myc y scFv anti-fluoresceina funcional en
la pared celular de levaduras mediante fusion a una a-aglutinina, que a diferencia de la a-aglutinina es una
glicoproteina de dos subunidades (Fig. 2). La subunidad Aga1p de 725 residuos ancla el montaje a la pared celular
(Roy, 1991) mediante enlace covalente B-glucano (Lu, 1995); la subunidad de unién de 69 aminoacidos Aga2p se
une a Agalp mediante dos enlaces disulfuro (Cappellaro, 1994). La actividad de union de la a-aglutinina natural esta
localizada en el extremo C-terminal de Aga2p (Cappellaro, 1994); por lo tanto, esto representa un dominio molecular
con accesibilidad a las macromoléculas extracelulares y un sitio Util para la inmovilizacion de proteinas para la
presentacion. Se construyd un vector para la presentacion de proteinas como fusiones C-terminales a Aga2p (figura
3).

EJEMPLO 21

Verificacion de la expresion y localizacién en superficie de scFv

La expresion de la fusion Aga2p-scFv es dirigida por el promotor inducible GAL1 (Johnston, 1984). El
crecimiento de la levadura en medio con glucosa permite la represion esencialmente completa de la transcripcion a
partir del promotor GAL1, una consideracion importante para evitar la contraseleccion contra secuencias que influyen
negativamente en el crecimiento del hospedador. El cambio de las células a un medio que contiene galactosa induce
la produccion de los productos de los genes de fusién Agalp y Aga2p, que se asocian con la ruta secretora y se
exportan a la superficie celular. Se ha verificado la localizacién en superficie de la fusion Aga2p-scFv mediante
microscopia de fluorescencia confocal y citometria de flujo. Se examinaron, mediante microscopia confocal de
barrido laser, células marcadas de forma simultanea con un AcMo anti-c-myc y dextrano conjugado con fluoresceina
(FITC-dextrano) (figura 8). Las células testigo que portaban un vector que dirige la presentacion de un péptido
irrelevante (es decir, una epitopo de identificacion hemaglutinina (HA) solamente) no se marcan mediante el AcMo
especifico para el epitopo c-myc o FITC-dextrano (figura 8A).

Por el contrario, las células que portan el vector de presentacion en superficie pCT202 que expresan la fusion
Aga2p-scFv-c-myc se marcan conjuntamente mediante el anticuerpo anti-c-myc y FITC-dextrano (figura 8B), lo que
demuestra que el sitio de unidn a antigeno es accesible a macromoléculas muy grandes. Ambas cepas se tifien
positivamente mediante el AcMo 12CAb5 dirigido contra el epitopo de identificacion HA La accesibilidad de la fusién
para la unién a una IgG intacta (150 kDa) y a un polimero de dextrano de 2 x 10° Da indica una ausencia de
impedimento estérico significativo de componentes de la pared celular, una ventaja significativa respecto a las
proteinas presentadas en la superficie de E. coli que quedan internadas dentro de una capa de lipopolisacaridos que
forma una barrera contra la difusién macromolecular.

El analisis de citometria de flujo de dos colores de estas cepas de levadura muestra asimismo el scFv
presentado de manera accesible en la superficie celular. Se marcaron simultaneamente con el AcMo
anti-c-myc 9E10 y FITC-dextrano cepas que presentaban el testigo negativo y el scFv. Los histogramas bivariantes
demuestran una relacion lineal entre la intensidad de la fluorescencia de ficoeritrina (nivel de union del AcMo 9E10) y
fluorescencia FITC (union del antigeno) para la poblacion de células que portan el plasmido de presentacion de
4-4-20, mientras que la poblacién testigo presenta fluorescencia de fondo (figuras 9A y B). La distribucion de la
intensidad de fluorescencia dentro de la fraccion positiva ilustra la importancia de corregir la sefial de unién a
antigeno para la variabilidad célula a célula en el nimero de fusiones presentadas, tal como se determina mediante
marcado del epitopo de identificacion.

La cuantificacién de la eficacia de presentacion por comparacion de una poblacion de células que presentan
scFv con los patrones de calibracién de capacidades de unién de anticuerpos conocidos proporciona un valor medio
superior a 3x10* fusiones por célula. El tratamiento de las células que presentan la fusién Aga2p-scFv con ditiotreitol
antes del marcado eliminaba la tincién de la superficie de la célula por el FITC-dextrano y el AcMo 9E10 (figura 9C),
coherente con la adhesién de la proteina de fusioén a la superficie celular mediante una interaccion especifica de
enlaces disulfuro entre Agalp y la subunidad Aga2p recombinante. Esta propiedad ilustra otra caracteristica
importante del sistema de presentacion en levaduras, a saber, que las proteinas pueden ser simplemente liberadas
de la superficie celular por reduccién para una caracterizacion posterior.

Para examinar adicionalmente la especificidad de la interaccion 4-4-20/fluoresceina, se llevo a cabo un ensayo
de disociacion competitiva utilizando un analogo no fluorescente de la fluoresceina, la 5-aminofluoresceina. El
analisis de estos datos proporciona una constante de veIOC|dad de disociaciéon monovalente (Kor) @ 21°C de
3,7x10° seg para el FITC-dextrano y de 3,9 x 10° seg para la fluoresceina-biotina. La extrapolacion del ajuste
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exponencial a t =0 segundos muestra que la valencia media de la interaccion de una molécula de FITC-dextrano
con scFv es inferior a 1,5. Se obtuvieron resultados similares utilizando como competidor inulina fluoresceinada,
albumina de suero bovino conjugada con fluoresceina y biotina-fluoresceina, lo que indica que el marcado de las
células mediante FITC-dextrano o fluoresceina-biotina se debe a una interaccion especifica entre la fusién
presentada y el resto de fluoresceina. Ademas, la cinética de disociacion de la sal disédica de fluoresceina (FDS) del
4-4-20 scFv presentado en superficie coincidia con los del 4-4-20 scFv soluble producido por la levadura como se
observa mediante espectrofluorometria.

EJEMPLO 22

Enriguecimiento de las células de presentacion mediante clasificaciéon de células por citometria de flujo

Para determinar la eficacia de la clasificacion mediante citometria de flujo con la presentacion en la superficie
de levaduras, se clasificaron mezclas de levadura que portaban el vector de presentacion en superficie con aquellas
que carecian del marcador seleccionable asociado y se determinaron independientemente las purezas mediante
réplica en placas. Se obtienen factores de enriquecimiento significativos (hasta 600 veces) (TABLA I). Por lo tanto,
pueden seleccionarse los clones raros a partir de genotecas de presentacion en levaduras enriqueciendo
inicialmente las células positivas en condiciones de rigurosidad moderada y alto rendimiento para proporcionar una
poblacion mas pequefia que a continuacion puede someterse a varios pases de clasificacion mas rigurosa para
aislar los clones raros.

TABLA |
Las células que presentan 4-4-20 pueden enriguecerse selectivamente mediante citometria de flujo
Fraccion inicial Réplica Fraccion clasificada Enriquecimiento
w/ pCT202 Colonias w/ pCT202 Factor
14% 48/58 83% 6x
0,5% 87/92 95% 200x
11-0,1%* 34/58 59% 600x

* La fraccion inicial se calculé mediante citometria de flujo.

EJEMPLO 23

Aislamiento de scFv mutante con menor K a partir de una genoteca mutagenizada de presentacion en levaduras

Se ha descrito la seleccion de genes scFv mutagenizados al azar medlante propagacién en una cepa
"mutagena” de E. coli (Low, 1996). Se expresé en levadura una genoteca de ~ 5 x 10° mutantes 4-4-20 scFv creada
mediante propagacion del vector de presentacion en superficie de levadura en una cepa de este tipo. La
combinacion de células que presentaban la genoteca de scFv se sometieron a seleccion cinética mediante
compentencia de células marcadas con FITC-dextrano con 5-aminofluoresceina. Se recogieron las células positivas
para c-myc que presentaban la relacion mas elevada entre fluorescencia FITC y PE mediante clasificacion por
citometria de flujo (figura 10A), se amplificaron volviendo a cultivar en condiciones de represién de la fusién (fuente
de carbono de glucosa), se indujeron mediante presentacion de fusién en superficie y se volvieron a clasificar. Las
células que demostraron un aumento sustancial del tiempo de persistencia del marcado mediante FITC-dextrano se
enriquecieron de manera espectacular después de tres rondas de clasificacion y amplificacion (figura 10).

La cinética de disociacion del FITC-dextrano para dos clones individuales seleccionados de entre la genoteca
de scFv diferian en 2,9 veces en comparacion con Ios 4-4-20 scFv de tipo silvestre (flgura 11). Las constantes de
velocidad para los mutantes fueron 1,9x10% seg” (mutante 4M1.1) y 2,0x 10> seg” (4M1.2) a 23°C, en
comparacioén con 5,6 x 10° seg para el de tlpo sﬂvestre experlmentos similares arrojaron valores ko para la
fluoresceina-biotina de 2,4 x 10 seg 2,8x10° seg y 5,0 x 10° seg respectivamente. Ademas, la cinética de
disociacion de la fluoresceina soluble determlnada mediante espectrofluorometria demostré una mejora de 2,2 veces
para ambos mutantes con respecto a la de tipo silvestre y los experimentos iniciales de extincion de la fluorescencia
en equilibrio sugieren una mejora similar en la constante de afinidad de la reaccion de unién. El aislamiento de
clones con una reduccion de la velocidad de disociacién de sélo tres veces demuestra la capacidad de este método
de cribado para conseguir distinciones cuantitativas precisas.

De 26 clones seleccionados analizados individualmente, dos habian mejorado de forma idéntica la Kot (4M1.1y
4M1.2, descritos anteriormente); dos demostraron una Ko de tipo silvestre con una disminucion del marcado c-myc
que sesgaba la relacion lineal nivel de expresion/actividad; uno presentaba marcado c-myc y Ko de tipo silvestre; 21
se unleron con una K aparente aproximadamente 10 veces menor que la de tipo silvestre sélo al FITC-dextrano
2x10°Da polivalente, pero no a la fluoresceina-biotina o al FITC-dextrano monovalente. El uso de un antigeno
polivalente (aproximadamente 90 fluoresceinas por dextrano) dio como resultado el enriquecimiento para los clones
con una avidez aumentada; los efectos de la avidez pueden evitarse de manera eficaz mediante un disefio
apropiado de las condiciones de cribado para asegurar la union del antigeno monovalente. Ademas, la seleccion de
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los mutantes de epitopo de identificacién pueden eliminarse detectando alternativamente el nivel de expresion
mediante marcado con el marcador c-myc y HA en rondas de clasificacion secuenciales o mediante estrategias
alternativas de mutagénesis dirigidas a cambios sdlo para el gen de scFv.

Estos resultados muestran que los fragmentos scFv pueden presentarse en la superficie de levaduras de
manera accesible para el reconocimiento macromolecular y pueden abordarse mediante construccion de genoteca
combinatoria y cribado. El scFv presentado se une especificamente al antigeno -- la primera demostracion de un
fragmento de anticuerpo funcional presentado en la superficie de la célula de levadura. La aplicacion de este sistema
de presentacion a los métodos de genoteca para la maduracion de la afinidad de anticuerpos in vitro y para la
presentacion de otras proteinas de mamifero es una alternativa complementaria significativa a las tecnologias
existentes, tales como la presentacion en bacteridfagos, la presentacion en la superficie bacteriana y el método de
doble hibrido en levadura. De hecho, el éxito de la primera tentativa literal del sistema de presentacién en levadura
en la recuperacion de mutantes scFv de unién a fluoresceina mejorada a partir de una genoteca relativamente
pequena en condiciones de cribado no optimizadas demuestra claramente la solidez de esta tecnologia. El analisis
cinético altamente cuantitativo demostrado de scFv inmovilizado a la superficie y la excelente discriminacion de
clones con caracteristicas de union similares da fe ademas del gran potencial de la presentacion en levaduras para
la optimizacién combinatoria de proteinas.

EJEMPLO 24

Presentacién de un anticuerpo al receptor de linfocitos T en el sistema de presentaciéon en levaduras

En el presente documento, se expreso un scFv (KJ16) especifico para la region Vb8 del receptor de linfocitos T
(Roehm et al., 1985) en el sistema de presentacion en levaduras. Este scFv-KJ16 inhibia la actividad de los linfocitos
T bloqueando de forma competitiva el reconocimiento de un ligando de TCR tal como el superantigeno enterotoxina
estafilococica B (Cho et al.,, 1995). Puesto que las variantes de afinidad de este scFv pueden mostrar inhibicion
mejorada de los linfocitos T, se examind el uso del sistema de presentacion en levaduras en el disefio de formas de
mayor afinidad de scFv-KJ16.

Se desarrollo un cribado en base a la union en equilibrio del scFv de superficie celular al antigeno marcado con
fluorescencia, un TCR monocatenario de Vb8 (Schlueter et al.,, 1996). Mediante la clasificacion de flujo de doble
canal, la seleccidon también se basé en la unién de un anticuerpo anti-c-myc marcado con fluorescencia a un
marcador c-myc de diez residuos en el extremo carboxilo terminal del scFv. Se aislaron las variantes de scFv con
mayor afinidad por el TCR o con menor afinidad por el anticuerpo anti-c-myc. Como era de esperar, las primeras
tenian una mutacién en un CDR (CDR1 de V) y las segundas tenia una mutacion en el epitopo c-myc. Por lo tanto,
estos hallazgos demuestran que el abordaje de presentacion en levaduras puede utilizarse ya sea para aislar scFv
de mayor afinidad o para identificar los epitopos de una proteina presentada reconocida por un AcMo concreto.

Plasmidos vy cepas

Se subclonaron, mediante PCR, los genes de V| y Vy de scFv-KJ16 unidos por un conector 205 modificado
(Cho et al., 1995), en el vector pCR-Script (Stratagene, La Jolla, CA) siguiendo el protocolo del fabricante. Se incluyo
un epitopo de identificacion c-myc en el extremo carboxilo terminal del scFv. Se escindié6 de PCR-Script el fragmento
Nhel/Xhol de ~ 800 pb que contenia el scFv y se ligd en el vector de presentacion en superficie de levadura pCT202
que contenia un epitopo de identificacion de nueve residuos (HA) y el marco de lectura abierto AGA2 cadena abajo
del promotor inducible GAL1. El constructo resultante se transformd mediante el método de transformacién con
acetato de litio (LiAc) de Gietz y Schiestl (Gietz et al.,, 1995) en la cepa de S. cerevisiae BJ5465 (a ura3-52 trp1
leu2D1 his3D200 pep4::His2 prbD1.6 can1 GAL; Yeast Genetic Stock Center, Berkeley, CA) que contenia un AGA1
cromosomicamente integrado controlado por el promotor GAL1 (cepa EBY100).

EJEMPLO 25

Induccién y deteccion del scFv-KJ16 en la superficie de levaduras

Las células de levadura transformadas con pCT202/scFv-KJ16 se cultivaron durante toda la noche a 30°C con
agitacion en 3 ml de medio selectivo con glucosa SD-CAA (glucosa al 2% en peso, base nitrogenada de levadura de
Difco al 0,67% en peso, casaminoacidos al 0,5% en peso). Después de ~ 18-20 horas, se indujo la expresion
recombinante de AGA1 + AGA2-scFv a 20°C con agitacion en 5 ml de medio selectivo con galactosa (SG-CAA, en el
que la glucosa en el SD-CAA es sustituida por galactosa al 2%). Los cultivos se recogieron después de ~ 20-24
horas (1-2 duplicaciones) mediante centrifugacion, se lavaron con PBS (NaPO4 10 mM, NaCl 150 mM, pH 7,3) que
contenia albumina de suero bovino al 0,1% y azida al 0,05% y se incubaron 45 minutos en hielo con 25 ml de
10 mg/ml de AcMo 12CA5 anti-HA (Boehringer Mannheim, Indianapolis, IN), AcMo 9E10 anti-c-myc (dilucion 1:100
de liquido ascitico sin procesar; Berkeley Antibody Co., Richmond, CA) o scTCR biotinilado [~ 360 nM] preparado a
partir de cuerpos de inclusion expresados en E. coli (Schodin ef al., 1996). Las células se lavaron con PBS y se
incubaron 30 minutos en hielo con IgG de cabra anti-F(ab'), de ratén marcado con FITC (1:50; Kirkegaard and Perry
Labs, Inc., Gaithersburg, MD) o un conjugado ficoeritrina-estreptavidina (SA-PE) (1:100; PharMingen, San Diego,
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CA). Las células de levadura marcadas se analizaron en un citémetro de flujo Coulter Epics XL en el Flow Cytometry
Center del Centro de Biotecnologia de la UIUC. La tasa de acontecimientos fue de ~ 250 células/segundo. Se
recogieron los datos de 10.000 acontecimientos y se se sometié a seleccion la poblacion segun la dispersion de luz
(tamario) para evitar el analisis de los agregados celulares. Estas condiciones también se utilizaron para generar
isotermas de unioén a antigeno en equilibrio después de la incubacion de la levadura scFv-KJ16 con diversas
diluciones de scTCR. Se realizé un analisis de Scatchard para determinar los valores de Kp, utilizando la
concentracion calculada del scTCR biotinilado y la media de unidades de fluorescencia tomada directamente de los
datos de flujo.

EJEMPLO 26

Produccién de una genoteca aleatoria de mutantes scFv-KJ16

Se transformaron aproximadamente 50 ng de pCT202/scFv-KJ16 en células de E. coli XL1-Red (Stratagene, La
Jolla, CA) segun el protocolo del fabricante. Después de 1 hora de induccidon en medio SOC, la recuperacion se
centrifugd a 2.000 rpm durante 5 minutos y se resuspendié en 500 ml de medio LB liquido que contenia 100 mg/ml
de ampicilina mas 50 mg/ml de carbenicilina (LB-AMP100-CARB50). Se afiadié la resuspension a 15ml de
LB-AMP100-CARB50 en un matraz Erlenmeyer de 50 ml y se cultivd a 37°C con agitacion. Se regenero el cultivo
con 15 ml de LB-AMP100-CARB50 de nueva aportacion en fase semilogaritmica (DOegoo ~ 0,2-0,4) y a continuacion
se hizo crecer hasta la saturacion (DOego ~ 1,0-1,1; esto se considerd un "ciclo" o ronda de mutacion). Se afiadié una
pequefa fraccion de este cultivo (0,75 ml) al siguiente ciclo (15 ml de LB-AMP100-CARB50). Después de seis ciclos
de crecimiento, se realizaron preparaciones de plasmido de ADN Wizard Miniprep (Promega, Madison, WI) en el
cultivo de 15 ml. Se transformaron aproximadamente 4,5 mg de ADN de pCT202/scFv-KJ16 del sexto ciclo en cada
uno de 3 tubos de la cepa de levadura EBY 100 utilizando el método LiAc (Gietz et al., 1995). Se combinaron las 3
reacciones y después de la resuspension en 1 ml de ddH.O, se sembré 1/2.000 de la combinacién en placas
selectivas para determinar la eficacia de transformacion. Se inocularon cincuenta mililitros de SD-CAA con el resto
del cultivo, se cultivaron durante toda la noche a 30°C con agitacion, se sometieron a pases hasta una DOggo = 0,05
y se cultivaron durante toda la noche a 30°C hasta una DOeggo > 1,0. A continuacion, se inocularon cinco mililitros de
SG-CAA hasta una DOggp ~ 0,5 y se cultivaron durante toda la noche a 30°C con agitacion hasta una
DOeoo = 1,0-2,0.

EJEMPLO 27

Seleccion de genoteca de mutantes scFv-KJ16 mediante FACS

Las células se marcaron doblemente como se ha descrito anteriormente con AcMo anti-c-myc y scTCR
biotinilado (utilizado a una concentracién de ~ 10 nM). Se ajust6 el volumen de reaccion para mantener un exceso
molar de ~ 10 veces de antigeno (scTCR) en la superficie de scFv. Las muestras se clasificaron en un banco de
trabajo Coulter 753 con una ventana de clasifiacion como se muestra en la figura 3 y una tasa de acontecimientos de
4.000 células/segundo. Se examinaron un total de 8 x 107 células durante la primera ronda de clasificacion,
recogiéndose un 0,1%-0,4% de la poblacién. Las células recogidas se volvieron a cultiva a 30°C en SD-CAA y se
cambiaron a SG-CAA antes de la siguiente ronda de clasificacion. Se realiz6 un total de 4 rondas de clasificacion, las
2 primeras clasifiaciones en modo de enriquecimiento (elevada recuperacion de todos los clones positivos) y las 2
Ultimas clasificaciones en modo de purificacion (células negativas coincidentes rechazadas). Inmediatamente
después de la ultima clasificacion, las células recogidas se volvieron a clasificar y se sembraron en placas selectivas
para aislar clones individuales.

EJEMPLO 28

Rescate y secuenciacion de genes scFv-KJ16 mutantes

Se rescataron los plasmidos de levadura scFv-KJ16 (wt y 2 mutantes) segun el protocolo descrito por Ward
(Ward, 1991), salvo que las células se rompieron con un homogenizador tipo “bead beater” (BioSpec Products, Inc.,
Bartlesville, OK) durante 2 minutos en lugar de agitacion en vortex. Se centrifugaron las células durante 1 minuto y
se recogié la fase superior (acuosa). Se utilizd un kit de minipreparacion Wizard® (Promega, Madison, WI) para
preparar el plasmido de ADN y se transformaron células competentes de E. coli DH5a (GibcoBRL, Gaithersburg,
MD) con 1 ml de la preparacion de ADN utilizando el método de CaCl,. Se sembraron las transformaciones en LB-
AMPS50. Se llevo a cabo la secuenciacion de wt scFv-KJ16 y dos mutantes (mut4 y mut7) utilizando cebadores que
flanqueaban el scFv del vector de presentacion y secuenciacion de fluorescencia automatizada (Genetic Engineering
Facility del Centro de Biotecnologia de la UIUC).

EJEMPLO 29

Unidn de TCR por scFv en superficie celular de levaduras

El anticuerpo monoclonal anti-TCR KJ16 reconoce un epitopo conformacional en la cadena Vb8 del TCR
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(Brodnicki et al., 1996). Se ha utilizado KJ16 para muchos estudios in vivo en ratones, incluidas las tentativas para
dirigirse a y eliminar la poblacion Vb8 de los linfocitos T (Born et al., 1987, McDuffie et al., 1986, Roehm et al., 1985).
Para evaluar los posibles efectos de la distinta afinidad de los anticuerpos en la mediacién de estos efectos, se
examind el uso de un sistema de presentacion en levaduras para identificar las variantes de KJ16 con una mayor
afinidad por el TCR. Se ha clonado anteriormente el gen de scFv a partir del anticuerpo anti-TCR KJ16 y la proteina
scFv presentaba aproximadamente la misma afinidad, Kp ~ 120 nM que los fragmentos Fab de KJ16 (Cho et al.,
1995).

Se subcloné la secuencia codificante de scFv-KJ16 de manera que se expresase como un polipéptido de
fusion, expresandose la subunidad aglutinina Aga2p en la superficie de células de levadura. El polipéptido de fusion
incluye un epitopo de identificacion hemaglutinina (HA) N terminal con respecto al scFv y un epitopo de identificacion
c-myc en el extremo carboxilo terminal. La inclusion de estos epitopos permite utilizar en la citometria de flujo
anticuerpos monoclonales anti-HA (12CA5) y anti-c-myc (9E10) para cuantificar la expresién en superficie del scFv
de longitud completa independientemente de la actividad de union a antigeno. Tal normalizacién ayuda a explicar los
efectos de la variabilidad de célula a célula en los niveles superficiales del polipéptido de fusion. Como se analiza
mas adelante, la disponibilidad de dos epitopos de identificacién independientes también puede controlar la
seleccion de mutantes de epitopo individuales que podrian no resultar deseables en el cribado de mutantes de unién
a ligando. Para evaluar las propiedades de union del scFv de superficie celular, se biotinil6 un TCR Vb8-Va3
monocatenario soluble (Schodin et al, 1996) y se detectd el ligando unido con un conjugado de
estreptavidina-ficoeritrina.

La figura 12 muestra que la levadura transformada con el plasmido scFv-KJ16/Aga2 expresaba el epitopo HA
(figura 12A) y el epitopo c-myc (figura 12B). Las levaduras testigo transfectadas sélo con el vector de expresion
Aga2p/HA fueron positivas para el AcMo anti-HA pero no para el anticuerpo anti-c-myc. Se ha descubierto que la
fraccion de células en la poblacion no fluorescente depende de la estabilidad del plasmido y de la fase de
crecimiento del cultivo, pero se desconocen los procesos fisiolégicos que estan implicados. Sin embargo, la
disminucion de la temperatura de induccién a 20°C y la disminucion del tiempo de induccion a menos de dos
duplicaciones de cultivo produce poblaciones con > 75% de las células presentando el scFv-KJ16. El scFv-4-4-20 se
presentaba con este sistema con aproximadamente la misma proporcion de células positivas.

La unién del scTCR biotinilado al scFv de superficie celular también se detectd mediante citometria de flujo
(figura 12C). La fraccion de células que expresaban scFv activo fue similar a la detectada con anticuerpos anti-HA y
c-myc, coherente con la expresion del scFv de longitud completa correctamente plegado. Ademas, los histogramas
de dos colores demostraron una estrecha correlacion de la union de scTCR con la presentacion del epitopo HA y del
c-myc. La union del ScTCR biotinilado es especifica para la levadura que presenta el scFv-KJ16 y era
completamente inhibida por el exceso de IgG KJ16 soluble (figura 12D).

La afinidad aproximada del scFv-KJ16 presentado en superficie se determiné in situ sobre la pared celular
mediante titulacidon de células enteras con distintas concentraciones de scTCR biotinilado. Se mididé la union en
equilibrio analizando el scTCR unido a las células mediante citometria de flujo. El analisis de Scatchard de los datos
de unién (figura 13) produjo una Kp de 500 nM, dentro de una quinta parte de la observada para el scFv-KJ16
soluble. Tal concordancia resulta razonable, ya que la Kp se calcul6 bajo el supuesto de que el 100% del scTCR era
activo, lo que probablemente sea una sobrevaloracion (es decir, si sélo el 20% estuviese correctamente plegado,
entonces el scFv de superficie tendria una Kp ~ 100 nM). Anteriormente se descubrié que una fraccion sustancial del
scTCR purificado a partir de cuerpos de inclusion de E. coli solubilizados estaba incorrectamente plegada (Schodin
et al., 1996).

EJEMPLO 30

Seleccion de scFv-KJ16/levadura mutagenizado mediante clasificacion de células activadas por fluorescencia

Se ha utilizado una cepa mutagena de E. coli para mutagenizar un scFv para determinar la maduracion de la
afinidad mediante presentacion en bacteriéfagos (Low ef al., 1996). Este abordaje tuvo éxito en la identificacion de
un mutante de scFv-4-4-20 con mayor afinidad para la fluoresceina utilizando la presentacion en levaduras. Una
fortaleza de este abordaje de mutagénesis es su simplicidad, que sélo necesita la transformacién de E. coli y €l
crecimiento celular. Ademas, la cepa mutagena de E. coli introduce mutaciones en todo el plasmido de expresion y
por lo tanto, no induce a cambios a las porciones del scFv que se cree es importante para determinar las
caracteristicas de union. Que este aspecto de la mutagénesis de la cepa mutadgena sea ventajoso dependera de la
capacidad para identificar los residuos clave que podrian influir en la union al antigeno, en base a la informacion
estructural disponible. El examen de los estudios de maduracion de la afinidad publicados sugieren que no puede
predecirse a priori la localizacién de tales residuos, generalmente en residuos sin contacto (Hawkins ef al., 1993,
Patten et al., 1996, Schier et al., 1996, Thompson et al., 1996, Yang et al., 1995, Yelton et al., 1995).

Para aplicar esta estrategia al scFv-KJ16, se propagé el plasmido scFv-KJ16/Aga2 en la cepa mutagena de E.

coli XL1-Red (Stratagene) durante seis ciclos de crecimiento. Se predijo que este procedimiento introduciria un
promedio de dos a tres mutaciones puntuales en la secuencia codificante de scFv, en base a una frecuencia de
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mutacion por ciclo de 1 en 2.000 pb. La preparacién de plasmido resultante se transformé en levadura, produciendo
un tamano de genoteca de aproximadamente 3 x 10° transformantes. En otros trabajos se han obtenido genotecas
mas grandes (107) mediante optimizacién adicional de los procedimientos de transformaciéon y combinando
transformaciones independientes. Este niUmero no representa un limite superior de tamafo para la construcciéon de
genotecas, ya que podrian aplicarse sencillamente tentativas adicionales para la optimizacion y el aumento de
escala.

Se someti6é la genoteca de levadura mutagenizada a cuatro ciclos sucesivos de cribado y amplificacion,
utilizando una doble tincién para la unién al anticuerpo anti-c-myc (FITC) y la unién al scTCR biotinilado (PE). Se
utilizé TCR biotinilado a una dilucién 1:5.000 (~ 10 nM) que produjo justo por debajo del umbral detectable de union
por wt scFv-KJ16/levadura (figura 13). Se muestran los dos perfiles de fluorescencia en canal de la muestra de
scFv-KJ16 mutado después de un ciclo de clasificacion (figura 14A) y después de cuatro ciclos de clasificacion
(figura 14B). Las células que presentaron fluorescencia por encima de la ventana diagonal mostrada en la figura 14
se recogieron para volver a cultivarse. Las razon que justificaban esta ventana diagonal era que en una determinado
ronda los criterios de clasificacion se basaban en la unién a antigeno por fusion de polipéptido presentada. Por
ejemplo, la seleccion basada solamente en los niveles de fluorescencia PE superiores (es decir, la unién de scTCR)
incluiria no sélo los mutantes con scFv de mayor afinidad, sino los que presentaban una mayor densidad de scFv por
célula de levadura. Los ultimos mutantes se eliminarian en principio incluyendo el anticuerpo anti-c-myc como uno
de los dos parametros para la normalizacion a la variabilidad de la expresion en superficie. Las dos primeras rondas
de clasificacién se realizaron en modo de enriquecimiento, aislando el ~ 0,5% de la poblacién de células con la
fluorescencia mas elevada y no ajustando el software de clasificacion para que rechazase las coincidencias (dos
células en la misma gotita clasificada). Las ultimas dos rondas de clasificacion se realizaron para determinar la
pureza, con alto rechazo de coincidencias. Después del cuarto ciclo, se clasificaron y sembraron inmediatamente las
células. Se seleccionaron diez colonias (mut1-10) para su posterior analisis.

EJEMPLO 31

Caracterizacién del scFv-levadura mutante

Se marcé cada uno de los 10 mutantes seleccionados con anticuerpo anti-HA, anticuerpo anti-c-myc y TCR
biotinilado y se analizaron mediante citometria de flujo (figura 15). Como era de esperar, un clon (mut6) resulté
fentipicamente similar a wt scFv-KJ16/levadura. Se descubrié que otro clon (mut7) presentaba niveles mas elevados
de unién a TCR, un resultado confirmado mediante varias titulaciones independientes. Finalmente, varios de los
mutantes (mut 1-5, 8, 9) presentaron sistematicamente una union reducida al anticuerpo anti-c-myc en comparacion
con la unién del anticuerpo anti-HA o el scTCR biotinilado. La presencia de esta clase de mutantes podria explicarse
por la especificacion de la ventana de clasificacion diagonal: como se muestra en la figura 14, las células pueden
"desplazarse" a la ventana de clasificacion, ya sea aumentando la unién de scTCR (PE) a una sefial de c-myc (FITC)
constante o, como alternativa, disminuyendo la uniéon a c-myc (FITC) a una sefial de scTCR (PE) constante. La
seleccion de estos mutantes podria evitarse facilmente utilizando ambos epitopos de identificacion en la fusion, HA'y
c-myc. Por lo tanto, alternando el marcado de cada uno de estos epitopos de identificaciéon en cada ronda de
clasificacién, no se enriqueceria la uniéon disminuida a uno de los epitopos de identificacién en las rondas de
clasificacidon consecutivas como en este caso.

Se compararon los histogramas de fluorescencia del presunto mutante del epitopo c-myc (mut4), el mutante de
union a scTCR (mut7) y otro mutante (mut10) con el wt scFv (figura 16). Mut4 (figuras 16A y 16B) presento una
reduccion del marcado anti-c-myc, mut7 presentd una union a scTCR mejorada (figuras 16C y 16D) y mut10 no
presenté un cambio en ninguno de los dos, pero la fraccidon de células que fueron positivas fue mayor que con el wt
scFv (figuras 16E y 16F). Como se muestra en las figuras 16E y 16F, cerca del 100% de las células mut10 fueron
positivas para cada uno de los agentes ensayados. Esto esta en contramposicién con cada uno de los demas
mutantes (por ejemplo, véase mut4 y mut7) que se parecian a wt scFv-KJ16 levadura por presentar dos poblaciones
distintas de células, una con niveles reducidos de scFv de superficie celular. La estabilidad plasmidica mejorada de
mut10 y los repetidos fracasos para rescatar el plasmido de expresion a partir de mut10 en E. coli sugieren que se
ha producido la integracion cromosémica con este plasmido mutante. Por lo tanto, las caracteristicas de expresion
en superficie modificadas de mut10 parecen ser una consecuencia de la integracion del plasmido de expresion.

Se calculé la afinidad de unién a scTCR para los mutantes mostrados en la figura 16 mediante titulacion con
scTCR biotinilado soluble (figura 17). La curva de ajuste no lineal de estos datos indican una Kp no modificada para
mut4 y mut10, pero un triple aumento de la afinidad para mut7. El aumento de la fluorescencia media de mut10 se
debe a la ausencia de una cola no fluorescente en la distribucion mas que al aumento de unién a scTCR, como
resulta evidente en las figuras 16E y 16F.

EJEMPLO 32

Secuencias del scFv mutante

Se determinaron las secuencias de nucleotidos del wt-scFv-KJ16 clonado en el plasmido de presentacién en
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levaduras, y mut4 y mut7 después del rescate de los plasmidos a partir de levaduras (figura 18). El wt scFv-KJ16
contenia dos cambios silenciosos de la secuencia de scFv publicada originalmente (Cho et al., 1995). Estos pueden
haber sido introducidos por la PCR antes de la clonacion del scFv en el plasmido de presentacion en levaduras. La
secuencia de mut4 contenia una mutacion y mut7 contenia dos mutaciones. La Unica mutaciéon en mut4 estaba
presente en el epitopo c-myc (Lys a Glu), coherente con su unidn reducida por el anticuerpo anti-cmyc como se ha
descrito anteriormente. Mut7 contenia un cambio de Arg a Lys en una region estructural de la regiéon Vi y un cambio
de Ser a Arg en la CDR1 de la cadena V,. La ultima mutacion es coherente con la mayor afinidad de union
observada para mut7.

Se ha utilizado la presentacion en bacteriéfagos para la seleccion del scFv con mayor afinidad de union a
antigeno, asi como el aislamiento de nuevos scFv a partir de genotecas no inmunes (Hoogenboom, 1997). Sin
embargo, han existido dificultades en la expresion de algunas proteinas de mamiferos en E. coli, en parte debido a la
toxicidad, la preferencia coddnica o los problemas de plegamiento (por ejemplo, Knappik y Pluckthun, 1995, Ulrich et
al., 1995, Walker y Gilbert, 1994). La expresion en levaduras puede evitar potencialmente algunos de estos
problemas, ofreciendo la ventaja de que las proteinas pueden expresarse con modificaciones post-traduccionales
eucariotas (por ejemplo, glicosilacion e isomerizacion de enlaces disulfuro eficaz). Ademas, la presentacion en
bacteriéfagos no tiene generalmente la precision cuantitativa para discriminar entre mutantes con una afinidad de
union que difiera en menos de cinco veces (Kretzschmar et al., 1995). Por el contrario, el marcado con fluorescencia
y la clasificacion permitian el aislamiento de clones 4-4-20 scFv con una afinidad sélo 3 veces mayor. Como la
mayoria de los grandes cambios en la afinidad de union a antigeno son el resultado de la combinacion dirigida de
mutaciones puntuales, cada una con menores efectos (Hawkins et al., 1993, Schier et al., 1996, Yang et al., 1995), la
capacidad para identificar mejoras sutiles en la afinidad podria tener un valor significativo. Con estas ventajas en
mente, se ha desarrollado el uso de un sistema de presentacién en levaduras para la maduracién de la afinidad de
un scFv anti-receptor de células T.

Se utilizé un scFv que es especifico para la region Vb8 de un TCR de raton con el fin de generar reactivos
anti-TCR que, en ultima instancia, puedan tener propiedades mejoradas de direccion a los linfocitos T in vivo (Cho et
al., 1997, Cho et al., 1995). Se expreso el scFv activo como una proteina de fusion Aga2p en la superficie de
levaduras, con una afinidad que fue similar a la del scFv natural (~ 500 nM en comparacién con los 120 nM para el
scFv). Para seleccionr el scFv de mayor afinidad, la mutagénesis aleatoria con una cepa de E. coli deficiente para la
reparacion del ADN produjo una frecuencia de mutacion de ~ 2 a 3 por cada 1.000 pares de bases después de seis
ciclos de crecimiento. Se utilizd la citometria de flujo con scTCR marcado con fluorescencia y anticuerpos anti-c-myc
para la clasificacién de células que presentaban los scFv con afinidad por scTCR aumentada. Se incluyo6 el
anticuerpo anti-c-myc como segundo criterio de seleccién para controlar los mutantes con unién a TCR aumentada
debido no a la mayor afinidad, sino debido a una mayor expresion en la superficie celular de la fusion scFv-c-myc.
Después de multiples rondas de seleccion, se observaron tres clases fenotipicas mutantes: 1) unién reducida al
anticuerpo c-myc pero uniéon a scTCR no modificada (mut1-5 8, 9); 2) unién mejorada al scTCR con marcado c-myc
no modificado (mut7); y 3) mayor eficacia de la expresion en superficie debido a la integracion cromosomica del
vector (mut10).

Pudo predecirse el aislamiento de las clases de mutantes que estan representados por mut4 y mut7 a partir de
los criterios de seleccion que se ilustran en la figura 14. Es decir, cualquier célula mutante que se identificé por
encima del limite de la ventana diagonal de clasificacion podria explicarse mediante cualquiera de las propiedades
descritas para mut4 y mut7, ya que un aumento de la sefial de scTCR (PE) o una disminucion de la sefial de c-myc
(FITC) coloca una célula en la ventana de clasificacion. Sin embargo, esto no representa un problema sustancial
para este abordaje, debido a la disponibilidad de dos epitopos de identificacion independientes. Mediante la
utilizacion de marcadores HA y c-myc en ciclos de clasificacion alternos, no deberia producirse un enriquecimiento
progresivo del marcado disminuido de uno de los epitopos de identificacion.

El aislamiento de mutantes de epitopo de identificacion destaca una aplicacién adicional para la presentacion
en la superficie de levaduras: el mapeo de epitopos reconocidos por anticuerpos monoclonales. Aunque las
estrategias alternativas que utilizan genotecas de péptidos han tenido éxito en este sentido para los epitopos
lineales, el abordaje descrito en el presente documento puede ampliarse a epitopos conformacionales. Por
consiguiente, puede presentarse una proteina correctamente plegada en la superficie de células de levadura y
puede aplicarse la mutagénesis aleatoria sencilla como se describe en el presente documento para identificar los
residuos de epitopo de la secuencia polipeptidica no contigua. Dado que el aparato de control de calidad de la
secrecion eucariota retiene y degrada las proteinas no plegadas y se identifican diversos niveles de expresion
mediante el marcado HA o c-myc, deberia reducirse al minimo la falsa identificacion de residuos de epitopo
mediante este procedimiento. El abordaje descrito es bastante mas facil que la mutagénesis mediante alanina.

No esta claro por qué mut10 estaba enriquecido en este cribado, ya que su marcado de receptor de linfocitos T
monocatenario medio por marcado c-myc no estaba modificado. Es posible que la mayor fracciéon de células
marcadas positivamente influyese en este clon para el enriquecimiento debido al excedente aleatorio en la ventana
de clasificacion. En cualquier caso, el marcado scTCR y c-myc no fueron diferentes para este clon y los
reordenamientos estructurales del plasmido de expresion indican que se habia integrado en un cromosoma.
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La identificacion de una sola mutacion CDR unica en mut7 es coherente con el hallazgo de que este scFv
mutante tiene una union mejorada al receptor de linfocitos T. Las futuras tentativas para obtener soélo scFv con
mayor afinidad para el receptor de linfocitos T (y no mutantes de c-myc) implica la seleccioén alterna con anticuerpos
anti-HA y anti-c-myc para controlar los niveles en la superficie celular del scFv. Esta estrategia, combinada con
técnicas de barajado de ADN entre los mutantes seleccionados (Stemmer, 1994), deberia permitir el aislamiento de
scFv-KJ16 con una afinidad considerablemente mayor que el wt scFv (Kp ~ 120 nM). Tales scFv KJ16 mutantes
pueden utilizarse para ensayar los fenédmenos cinéticos de sefalizacion de linfocitos T, asi como la direccion de la
citélisis dependeinte de linfocitos T a través de anticuerpos biespecificos (Cho et al., 1997).

La presente descripcion demuestra el aislamiento intencional de anticuerpos con afinidad madurada a través de
la presentacion en la superficie celular. Como se ha descrito anteriormente, se empleé la seleccién de la velocidad
de disociacion para identificar mutantes con velocidades de disociacion reducidas, mientras que en la expresion de
scFv-KJ16, se utilizé la unién a antigeno equilibrada. Estos dos abordajes son complementarios y dependen de la
afinidad del scFv de partida. Para Kp > 1 nM, resulta razonable aplicar la estrategia del equilibrado con antigeno
marcado soluble ya que las velocidades de disociacion serian demasiado rapidas para permitir una discriminacion
eficaz de la variacién cinética. Ademas, a estas afinidades inferiores antigeno soluble en bruto no se agota
sustancialmente de la mezcla de reacciéon de marcado, dado que el scFv presentado esta presente a
concentraciones efectivas de aproximadamente 1 nM-10 nM. Por el contrario, los anticuerpos firmemente unidos,
tales como 4-4-20 (Kp = 0,4 nM) agotarian los antigenos marcados solubles hasta concentraciones por debajo de Kp
a menos que se emplearan de modo poco practico grandes volumenes de marcado. Sin embargo, la cinética de
disociacion para tales anticuerpos firmemente unidos es lo suficientemente lenta como para permitir la extincion, la
clasificacion y el analisis mediante procedimientos de mezcla manual. Por lo tanto, se podria emplear una estrategia
mediante la cual se hiciera madurar la afinidad de los scFv a través de ciclos de mutagénesis y cribado basado en el
equilibrio para alcanzar una Kp ~ 1 nM, seguido de ciclos de mutagénesis y cribado de la velocidad de disociacion
para obtener mejoras adicionales.

La presentacion en la superficie celular y el cribado mediante citometria de flujo permiten seleccionar clones de
una genoteca en base a parametros cinéticos de union tal como la Kp y la constante de velocidad de disociacion
(kdiss)- A continuacion, los parametros de union de los mutantes seleccionados pueden calcularse cuantitativamente
in situ en el formato de presentacion sin necesidad de subclonacién o expresién soluble, como se muestra en la
figura 17. Por el contrario, la selecciéon de anticuerpos presentados en bacteriéfagos suele implicar condiciones cada
vez mas estrictas de lavado y elucidn, incluso hasta el punto de un pH 2 y GuHCI 8 M. Tal seleccién de rigurosidad
tiene poca precision cuantitativa y no siempre se relacionan directamente con parametros de unién tales como Kp o
kgiss €n condiciones ambientales o fisioldgicas.

Se han descrito sistemas de presentacion en la superficie celular bacteriana (Gunneriusson et al., 1996) para el
disefio de anticuerpos y otras proteinas. Estos sistemas poseen algunas de las ventajas del presente sistema de
presentacion en levaduras, aunque no proporcionan las capacidades de procesamiento post-traduccional de la ruta
secretora eucariota. El acceso de macromoléculas a la proteina presentada en bacterias también puede quedar
restringido por la barrera de difusion que presenta la capa de lipopolisacarido (Roberts, 1996). Por esta razén, no es
posible la unién a antigenos proteicos solubles o el marcado de epitopos de identificaciéon con anticuerpos
monoclonales. También se dispone de sistemas de presentacion en superficie en células de mamifero cultivadas
pero la construccion y el cribado de genotecas combinatorias para estos sistemas no son tan rapidos o tan versatiles
como para la levadura.

Se cribo una genoteca bastante pequefia (3 x 105) para aislar los mutantes que se describen en el presente
documento. Esto no representa un limite superior del tamafio de la genoteca de levadura. Se han construido
genotecas de levadura con 10’ clones y de ser necesario, podrian lograrse aumentos adicionales del tamafio de la
genoteca. La presente descripcion muestra que puede utilizarse la presentacion en la superficie de levaduras para
aislar un scFv mutante con una mayor afinidad y que pueden enriquecerse o excluirse los mutantes con epitopos de
AcMo modificados, como se desee. Ademas, puede calcularse la Kp in situ en el formato de presentacion sin
necesidad de subclonacioén y expresion soluble. La optimizacion cuantitativa de las condiciones de cribado permitira
mejoras adicionales en este método. Las aplicaciones de la presentacion en la superficie de levaduras se amplian
mas alla de la maduracién de la afinidad de anticuerpos, al aislamiento de dominios de union a partir de genotecas
de expresion de ADNc o el aislamiento de ligandos o receptores mutantes basado directamente en parametros de
union cinética y en equilibrio.

EJEMPLO 33

Capacidad de presentacion y expresiéon del receptor de linfocitos T en el sistema de presentacion en levaduras

La presente descripcion también se refiere a un nuevo proceso para disefiar el receptor de linfocitos T para que
tenga propiedades de unidon mejoradas, por ejemplo, a superantigenos o complejos de péptido-MHC. La presente
descripcion establece un método para la presentacion de un receptor de linfocitos T en un formato de genoteca de
presentacion en superficie de levaduras. Este método puede utilizarse: 1) en general, para expresar polipéptidos que
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no se expresan normalmente en la superficie o en levaduras, y 2) mas concretamente, para disefiar receptores de
linfocitos T de mayor afinidad para un ligando de eleccion.

El disefio de proteinas no ha alcanzado un nivel de desarrollo que permita el disefio racional y dirigido de una
mayor afinidad de unién. Como resultado, se han desarrollado abordajes que identifican mutantes mejorados a partir
de grandes poblaciones de mutantes. El abordaje mas ampliamente utilizado es la "presentacion en bacteriéfagos”,
que se ha utilizado para disefiar anticuerpos, especialmente en forma de anticuerpos "monocatenarios" unidos. Sin
embargo, la metodologia de presentacién en bacteriéfagos ha sido incapaz de presentar receptores de linfocitos T
monocatenarios (scTCRs) con éxito. Esto es muy probablemente porque el plegamiento de los receptores de
linfocitos T monocatenarios aislados es muy ineficaz en ausencia de los demas componentes del complejo CD3 y la
magquinaria de plegamiento de proteinas del reticulo endoplasmatico eucariota; el periplasma bacteriano es incapaz
de plegar estos fragmentos de manera eficaz.

El establecimiento de un receptor de linfocitos T presentado en la superficie de levaduras se ilustra en las
figuras 19 a 21. Una mejora clave ha sido aislar un receptor de linfocitos T mutante que puede presentarse en este
sistema. El receptor de linfocitos T de tipo silvestre no se presenta funcionalmente, como demuestra la ausencia de
union por un anticuerpo (1B2) que es especifico para la conformacion nativa del receptor de linfocitos T (figura 19).
Mediante la mutacion del receptor de linfocitos T y el cribado de una genoteca para la unién a 1B2, se identificé un
receptor de linfocitos T monocatenario mutante presentado en levaduras. Esto establece un sistema que ahora
puede utilizarse para aislar receptores de linfocitos T monocatenarios mutantes con propiedades de unién
mejoradas.

La presente descripcién proporciona un sistema de presentacion en la superficie celular de levaduras que
expresa con éxito el receptor de linfocitos T. En segundo lugar, la expresion del receptor de linfocitos T de longitud
completa solo puede conseguirse después de la mutagénesis aleatoria del gen del receptor de linfocitos T y a
continuacion, la seleccion mediante citometria de flujo de la expresién en superficie. Este método explota un
abordaje evolutivo para "corregir" el defecto de expresion en el receptor de linfocitos T.

Este mismo abordaje podria aplicarse a cualquier polipéptido que en su forma silvestre no se presenta de
manera eficaz. La seleccion de la "capacidad de presentacion” se ha puesto en practica para el receptor de linfocitos
T, tal como se describe en los ejemplos 33-37. Una vez que se obtuvieron versiones de mutantes con capacidad de
presentacion del polipéptido, a continuacién pueden someterse estas versiones a los procesos de cribado para las
propiedades de unidon mejoradas que se describen en los ejemplos 1-32.

Las moléculas de receptores de linfocitos T mejoradas son utiles en tratamientos para el cancer, la sepsis y
enfermedades autoinmunitarias tales como la artritis, la diabetes o la esclerosis multiple. Por ejemplo, las formas
solubles de los receptores de linfocitos T de alta afinidad podrian actuar como antagonistas de las enfermedades
autoinmunitarias perjudiciales dependientes de linfocitos T y con ello proporcionar potenciales tratamientos para
estas enfermedades. Se han empleado con éxito estrategias analogas con un receptor soluble del factor de necrosis
tumoral (TNF-R) y las formas de este receptor se encuentran en fase de ensayo clinico para el shock séptico y la
artritis reumatoide (Moosmayer et al., 1995).

En los métodos de la presente invencion, la presentacion en la superficie de levaduras permite diseiar
receptores de linfocitos T monocatenarios para que se unan con alta afinidad a los superantigenos o complejos de
MHC-péptido. Tales moléculas podrian encontrar diversos usos médicos. Los ejemplos incluyen, pero no se limitan
a: 1) interferir con ataques inapropiados de linfocitos T en el tejido sano en enfermedades autoinmunitarias tales
como la artritis, la diabetes y la esclerosis multiple; 2) interferir con el choque séptico debido a un superantigeno
bacteriano que interactua con los linfocitos T, lo que conduce a reacciones inflamatorias masivas; y 3) destruir las
células tumorales que portan ligandos del receptor de linfocitos T (por ejemplo, complejos especificos de péptido
tumoral/MHC) utilizando el receptor de linfocitos T de alta afinidad junto con agentes anti-CD3 biespecificos para
redirigir a los linfocitos T para que ataquen a las células cancerosas.

Plasmidos y cepas

El gen de TCR monocatenario (V(8.2-conector- V(3.1) gen unido mediante un conector 205 modificado (Cho et
al., 1995) se subclon6é mediante PCR en el vector pCR-Script (Stratagene, La Jolla, CA) siguiendo el protocolo del
fabricante. Se incluyé un epitopo de identificacion 6-His en el extremo carboxilo terminal del scTCR para fines de
purificacion. El fragmento Nhel/Xhol de ~ 800 pb que contenia el scTCR se escindié del PCR-Script y se ligo en el
vector de presentacion en superficie de levadura pCT202 que contenia un epitopo de identifiacion de nueve residuos
(HA) y el marco de lectura abierto AGA2 cadena abajo del promotor inducible GAL1. El constructo resultante se
transformé mediante el método de transformacion con acetato de litio (LiAc) de Gietz y Schiestl (Gietz et al., 1995)
en la cepa de S. cerevisiae BJ5465 (aura3-52 trp1 leu2D1 his3D200 pep4::His2 prbD1.6 can1 GAL; Yeast Genetic
Stock Center, Berkeley, CA) que contenia un AGA1 cromosdmicamente integrado controlado por el promotor GAL1
(cepa EBY100).

EJEMPLO 34
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Produccién de una genoteca aleatoria de mutantes scTCR

Se transformaron aproximadamente 50 ng de pCT202/scTCR en células de E. coli XL1-Red (Stratagene, La
Jolla, CA) segun el protocolo del fabricante. Después de 1 hora de induccién en medio SOC, se centrifugd la
recuperacion a 2.000 rpom durante 5 minutos y se resuspendié en 500 ml de medio LB liquido que contenia
100 mg/ml de ampicilina mas 50 mg/ml de carbenicilina (LB-AMP100-CARB50). Se afadi6 la resuspension a 15 ml
de LB-AMP100-CARB50 en un matraz Erlenmeyer de 50 ml y se cultivd a 37°C con agitacion. Se regenero el cultivo
con 15 ml de LB-AMP100-CARB50 de nueva aportacion en fase semilogaritmica (DOsgo (0,2-0,4) y a continuacion se
hizo crecer hasta la saturacion (DOsgo ~ 1,0-1,1; esto se considerd un "ciclo" o ronda de mutacién). Se afiadié una
pequena fraccion de este cultivo (0,75 ml) al siguiente ciclo (15 ml de LB-AMP100-CARB50). Después de seis ciclos
de crecimiento, se realizaron preparaciones de plasmido de ADN Wizard® Miniprep (Promega, Madison, WI) en el
cultivo de 15 ml. Se transformaron aproximadamente 10 mg de ADN de pCT202/scTCR del sexto ciclo en cada uno
de 10 tubos de la cepa de levadura EBY100 utilizando el método LiAc. Se combinaron las 10 reacciones después de
la resuspension en 1 ml de ddH,O/tubo, se sembré 1/10.000 de la combinacién en placas selectivas para determinar
la eficacia de transformacion. El tamafio de la genoteca fue de aproximadamente 7 x 10°. Se inoculd un volumen de
50 ml de SD-CAA (glucosa al 2% en peso, base nitrogenada de levadura de Difco al 0,67% en peso,
casaminoacidos al 0,5% en peso) con el resto del cultivo, cultivado durante toda la noche a 30°C con agitacién, se
sometieron a pases hasta una DOggo = 0,05 y se cultivaron durante toda la noche a 30°C hasta una DOgg > 1,0. A
continuacion, se inocularon cinco mililitros de medio selectivo con galactosa SG-CAA (en el que la glucosa en el
SD-CAA es sustituida por galactosa al 2%) hasta una DOesgo = 0,5 y se cultivaron durante toda la noche a 20°C con
agitacion durante ~ 20-24 horas (1-2 duplicaciones).

EJEMPLO 35

Seleccion de una genoteca de mutantes scTCR mediante clasificacion de células activada por fluorescencia

Se marcaron las células con 25 ml de AcMo 1B2 (anti-Vb8.2Va3.1; preparado a partir de liquido ascitico y
conjugado con biotina) a una concentracién de 20 mg/ml. Se clasificaron las muestras en un banco de trabajo
Coulter 753 con una tasa de acontecimientos de ~ 4.000 células/segundo (Flow Cytometry Center, Centro de
Biotecnologia de la UIUC). Se examiné un total de 6 x 10" células durante la primera ronda de clasificacion,
recogiéndose ~ 5% de la poblacion. Las células recogidas se volvieron a cultivar entre las clasificaciones a 30°C en
4 ml de medio selectivo con glucosa SD-CAA. Después de ~ 18 a 20 horas, se indujo la expresion recombinante de
AGA1 + AGA2-scFv a 20°C con agitacion en 5 ml SG-CAA. Se realizo un total de 3 rondas de clasificacion, siendo la
primera clasificacion en modo de enriquecimiento (elevada recuperacion de todos los clones positivos) y las 2
ultimos clasificaciones en modo de purificacion (células negativas coincidentes rechazadas). Inmediatamente
después de la ultima clasificacion, las células recogidas se volvieron a clasificar, se recogieron como dos
poblaciones separadas ("elevada expresion" y "baja expresion") y se sembraron en placas selectivas para aislar
clones individuales. Se examinaron veinte clones mediante citometria de flujo.

EJEMPLO 36

Induccién y detecciéon de un mutante scTCR en la superficie de levaduras

Se cultivaron los clones individuales de la clasificacion de la genoteca pCT202/scTCR durante toda la noche a
30°C con agitacion en 3 ml de SD-CAA seguido de induccion en SG-CAA como se ha descrito anteriormente. Los
cultivos se recogieron después de 20-24 horas (1-2 duplicaciones) mediante centrifugacion, se lavaron con PBS
(NaPO4 10 mM, NaCl 150 mM, pH 7,3) que contenia albumina de suero bovino al 0,1% y azida al 0,05% y se
incubaron 45 minutos en hielo con 25 (I de 10 mg/ml de AcMo anti-HA 12CA5 (Boehringer Mannheim, Indianapolis,
IN), o AcMo 1B2 biotinilado (20 mg/ml) preparado a partir de liquido ascitico. Se lavaron las células con PBS y se
incubaron 30 minutos en hielo con IgG de cabra anti-F(ab'), de ratén marcado con FITC (1:50; Kirkegaard and Perry
Labs, Inc., Gaithersburg, MD) o un conjugado de estreptavidina-ficoeritrina (SA-PE) (1:100; PharMingen, San Diego,
CA). Se analizaron las células de levadura marcadas en un citémetro de flujo Coulter Epics XL. La tasa de
acontecimientos fue de ~ 250 células/segundo. Se recogieron los datos para 10.000 acontecimientos y se sometié a
seleccion a la poblacidn segun la dispersion de luz (tamafio) para evitar el analisis de agregados celulares. Los
resultados del TCR de tipo silvestre (wt) y varios mutantes de TCR representativos se muestran en la figura 19.
También se construyeron mutantes dobles que contenian mutaciones combinadas de varios de estos aislamientos y
los resultados de la citometria de flujo de éstos se muestra en la figura 20.

EJEMPLO 37

Rescate y secuenciacion de genes de scTCR mutantes

Se rescataron los plasmidos de la levadura scTCR (wt y 20 mutantes) segun el protocolo descrito por Ward
(Ward, 1991), salvo que las células se rompieron con un homogenizador tipo “bead beater” (BioSpec Products, Inc.,
Bartlesville, OK) durante 2 minutos en lugar de agitacion en vortex. Se centrifugaron las células durante 1 minuto y
se recogi6 la fase superior (acuosa). Se utilizé un kit Wizard® DNA Clean-Up (Promega, Madison, WI) para preparar
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el ADN de plasmido y se transformaron células competentes ElectroMAX® de E. coli DH5a (GibcoBRL, Gaithersburg,
MD) por medio de electroporacion con 1 ml de la preparacion de ADN. Las transformaciones se sembraron en LB-
AMPS50. Se llevo a cabo la secuenciacion de wt scTCR y 20 mutantes (mMTCR1-mTCR20) utilizando cebadores que
flanqueban el scTCR del vector de presentaciéon y secuenciacion automatizada fluorescente (Genetic Engineering
Facility del Centro de Biotecnologia de la UIUC). Se encontraron mutaciones individuales en el TCR para cada uno
de los aislados mostrados (figura 21).

EJEMPLO 38

Presentacion en superficie y expresion soluble de mutantes de TCR simples, dobles v triples

Los mutantes para un solo sitio incluian los siguientes residuos: VaL43P (mTCR?7), VaL104P (mTCR16) y
VbG17E (mTCR15). La combinacién de estas mutaciones en los mutantes dobles o triples produjo la presentacion
en superficie del scTCR a niveles aun mas elevados.

Para examinar los scTCR mutantes seleccionados mediante la presentacion en la superficie de levaduras con
mas detalle, se clonaron mutantes simples (mMTCR7, mTCR15, mTCR16), dobles (mTCR7/15, mTCR7/16,
mTCR15/16) y triples (mTCR7/15/16) en un plasmido de secrecion de levadura, con una region pre-pro sintética
basada en una secuencia de sefial de consenso (Clements et al., 1991) bajo el control del promotor inducible
GAL 1-10. Se expresaron los constructos en levaduras y se monitorizaron los sobrenadantes resultantes en un
ensayo de unién a 1B2 cuantitativo como una medida de la proteina TCR correctamente plegada. Los niveles de
expresion de los mutantes scTCR activos para 1B2 varié desde niveles indetectables para el scTCR de tipo silvestre
hasta el mutante triple, que expresaba los niveles mas elevados (figura 22). El orden de los niveles de secrecion fue:
mutante triple > mutantes dobles > mutantes simples > tipo silvestre. Los mutantes dobles de scTCR seleccionados
se purificaron por afinidad utilizando una columna de anticuerpos anti-TCR (KJ16-Affigel) y se encontré que los
niveles absolutos de secrecion utilizando el sistema de expresion de bajo numero de copias eran de
aproximadamente 100 mg/I.

EJEMPLO 39

Comparacion de la secrecion de TCR v los niveles de presentacion en superficie

Con el fin de comparar directamente los niveles secretados del scTCR en este sistema con los niveles de TCR
expresados en el sistema de presentacién en superficie, se examinaron los mismos mutantes como fusiones de
Aga-2 en levadura, mediante citometria de flujo. Se marcaron los scTCR presentados en la superficie de levaduras
con el anticuerpo anti-HA seguido de un anticuerpo secundario marcado con fluoresceina y el 1B2 biotinilado,
seguido de estreptavidina-ficoeritrina. Se monitorzo la intensidad de la fluorescencia resultante de las poblaciones de
levaduras mediante citometria de flujo y se determin6 como la media de las unidades de fluorescencia (figura 23A).
El nivel de fluorescencia varié entre los mutantes simples, dobles y triples, pero los niveles relativos fueron
exactamente los mismos que con el sistema de secrecion de levaduras (figura 23B) (es decir, mutante triple
> mutantes dobles > mutantes simples > tipo silvestre). Por lo tanto, el sistema de presentacion en levaduras era
capaz de identificar aquellos mutantes de TCR que se producirian en un sistema de expresion secretable a niveles
elevados, seleccionando simplemente aquellos que se expresaban a niveles mas elevados en la superficie de
levaduras.

EJEMPLO 40

Estabilidad térmica de los TCR solubles

Con el fin de explorar la propiedad de las proteinas que podria regir los niveles de secrecion (y presentacion)
para los scTCR mutantes, se investigé la estabilidad del scTCR mutante llevando a cabo la desnaturalizacion
térmica. Se incubaron los sobrenadantes de ScTCR de levadura a diversas temperaturas durante una horay se
monitored la actividad de la proteina como el porcentaje de actividad de 1B2 que quedaba. Debido a que el scTCR
de tipo silvestre no se expresaba en el sistema de levaduras, se utilizé para la comparacion un scTCR de tipo
silvestre replegado a partir de cuerpos de inclusion de E. coli. Este scTCR se utilizd como proteina de fusion
tiorredoxina (TRX-TCR), que se prevé que aumente la estabilidad y la solubilidad de una proteina. Los resultados
mostraron que los mutantes simples tenian mayores temperaturas de desnaturalizacion térmica que el TRX-TCR
(figura 24A). Ademas, los mutantes dobles y triples eran ain mas estables, con temperaturas incluso mayores de
desnaturalizacion que el TCR de tipo silvestre o los mutantes simples (figura 24A).

Se determind la cinética de desnaturalizacion térmica para los scTCR mutantes a 46°C con el fin de comparar
las velocidades de desnaturalizacién con cada mutante (figura 24B). Una vez mas, se monitorizaron los
sobrenadantes de scTCR de levadura y su actividad de union a 1B2 para determinar la actividad de TCR que se
mantenia después de la incubacién durante diversos tiempos. La velocidad para la desnaturalizacién térmica era la
mayor para el TRX-TCR y la menor para el mutante triple, quedando los mutantes simples y dobles en la velocidad
intermedia (figura 24B). El TCR15/16 purificado por afinidad tenia una cinética de desnaturalizacion térmica similar a
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la determinada para mTCR15/16 medida directamente en los sobrenadantes de cultivo de levadura. Esto indica que
las proteinas enddgenas de levadura presentes en los sobrenadantes no influyen en la cinética de desnaturalizacion
medida.

Se observé una correlaciéon directa cuando se representaron las cantidades de TCR natural que quedaban
después de una hora a 48°C en funcion los niveles de secrecion para los scTCR mutantes (necesita la figura 4 de
Shusta et al. = figura 25). Por lo tanto, en el caso del TCR, la propiedad intrinseca de estabilidad era un indicador
fiable de la eficacia de secrecién y se correlacionaba directamente con los niveles en la superficie de células de
levadura del TCR. Debido a esta correlacion, el sistema de presentacién puede utilizarse, seleccionando los niveles
en superficie mas elevados de una proteina, para aislar las proteinas mutantes que presentan una estabilidad
aumentada.

EJEMPLO 41

Modificacién post-traduccional y presentacion en levaduras

Los métodos de la presente invencion han identificado variantes del 2C scTCR que se expresan facilmente en
levaduras y presentan estabilidad térmica significativamente mejorada. De hecho, los mutantes de sitio unico
identificados conviertian lo que normalmente es un scTCR inestable en un scTCR que parecia ser tan estable como
los fragmentos de anticuerpos monocatenarios (scFv) quimicamente entrecruzados o "estabilizados" mediante
disulfuros covalentemente. Esto es especialmente importante para el TCR, que tiene potencial como antagonista en
el tratamiento de enfermedades autoinmunitarias. Como el TCR de tipo silvestre expresado de forma heteréloga ha
sido anteriormente muy inestable, sera importante la farmacocinética a temperatura fisiologica.

Se ha demostrado que la glicosilacion puede dar lugar a un aumento de la secrecion y la estabilidad térmica de
las proteinas. Por ejemplo, la glucoamilasa era menos estable como forma no glicosilada producida en E. coli que la
forma glicosilada producida en levaduras S. cerevisiae. Por lo tanto, era posible que las estabilidades de los scTCR
producidos en levaduras, que tienen un sitio de glicosilacion ligado a N en la region Va, fueran mayores que las del
TRX-TCR no glicosilado producido en E. coli. Sin embargo, es poco probable que esta sea la Unica explicacion, ya
que los mutantes dobles y triples tienen una estabilidad aumentada frente a los mutantes simples y ambas especies
estan glicosiladas. Ademas, no se detecto expresion del scTCR de tipo silvestre en levaduras, a pesar de que
también se esperaba que estuviera glicosilado.

Los niveles de expresion de los diversos scTCRs mutantes en el sistema de secrecion de correlacionaron
completamente con el nivel de TCR en la superficie en el sistema de presentacion en levaduras. Esta relacion puede
surgir del hecho de que ambos sistemas necesitan el mismo aparato secretor. Por consiguiente, las mutaciones que
influyen en el plegamiento y la estabilidad de las proteinas pueden influir en las mismas etapas de transporte de
proteinas al exterior (es decir, superficie celular o secretadas). Esta es una clara ventaja de expresar proteinas
eucariotas en levaduras (en comparacion con los bacteriéfagos o las bacterias), ya que existen mecanismos de
control de calidad para garantizar que sélo las proteinas correctamente plegadas atraviesen toda la via de
exocitosis.

Los niveles de expresiéon del scTCR mutante también se correlacionaban con las velocidades de
desnaturalizacion térmica. Este efecto es similar a los observados con el inhibidor de tripsina pancreatica bovina, en
el que las mutaciones que dieron como resultado estabilidades aumentadas también condujeron a aumentos en los
niveles de secrecion en levaduras. Esta correlacion apoya la teoria de que una proteina que tiene una estabilidad
aumentada en la forma plegada es mas probable que sea empaquetada y exportada de manera apropiada desde la
célula en lugar de ser retenida y degradada por la maquinaria de control de calidad eucariota. Por supuesto, también
juegan un papel importante muchos otros factores, tales como la velocidad de avance del plegamiento, la formacion
de enlaces disulfuro y la asociacion con los asistentes de plegamiento de proteinas del reticulo endoplasmatico. Sin
embargo, como demuestra la presente invencion, la estabilidad térmica parece ser una buena medida de la
competencia para la secrecion para una molécula anteriormente inestable y mal secretada como el TCR.

En base a los resultados presentados en el presente documento, se podria imaginar una metodologia mediante
la cual una proteina que se expresa mal y/o es inestable puede evolucionar sistematicamente para expresarse a
niveles mas elevados y/o como una molécula mas estable. El gen que codifica la proteina puede mutarse al azar y la
genoteca expresarse en la superficie de levaduras. Una vez presentada, puede cribarse la poblacion en busca de
clones que presenten concentraciones elevadas de superficie (fluorescencia media elevada debido a una sonda
especifica). Como se ha demostrado con el scTCR, aquellas variantes con una expresién en superficie mejorada
tienen el potencial de ser moléculas mas estables que se expresan a niveles elevados. Por consiguiente, la
presentacion en la superficie de levaduras puede ser una herramienta poderosa para aumentar la estabilidad de las
proteinas para aplicaciones médicas, industriales y de cristalizacion.
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cabo los objetos y obtener los fines y ventajas mencionados, asi como aquellos intrinsecos a la misma. Los
presentes ejemplos, junto con los métodos, procedimientos, moléculas y compuestos especificos descritos en el
presente documento son actualmente representativos de las formas de realizacion preferentes.
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LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Wittrup et al.

<120> Presentacion de proteinas en la superficie de células de levadura y sus usos
<130> D6061PCT

<141> 20-01-1999

<150> 09/009,388

<151> 20-01-1998

<160> 26

<170> WORD 6.0.1 para Macintosh
<210> 1

<211>9

<212> PRT

<213> Desconocido

<220>

<223> Epitopo de identificacion
<400> 1

Tyr Pro Tyr Asp Val Pro Asp Tyr Ala
5

<210> 2

<211>10

<212> PRT

<213> Desconocido

<220>

<223> Epitopo de identificacion
<400> 2

Glu Gln Lys Leu Ile Ser Glu Glu Asp Leu
5 10

<210> 3

<211>6

<212> PRT

<213> Desconocido

<220>

<223> Epitopo de identificacion
<400> 3

Asp Thr Tyr Arg Tyr Ile
5

<210> 4

<211>6

<212> PRT

<213> Desconocido

<220>

<223> Epitopo de identificacion
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<400> 4

Thr Asp Phe Tyr Leu Lys

<210>5

<211>9

<212> PRT

<213> Desconocido

<220>

<223> Epitopo de identificacion
<400> 5

ES 2451091 T3

5

Glu Glu Glu Glu Tyr Met Pro Met Glu

<210> 6

<211> 11

<212> PRT

<213> Desconocido

<220>

<223> Epitopo de identificacion
<400> 6

Lys Pro Pro Thr Pro Pro Pro Glu Pro Glu Thr

<210>7

<211>6

<212> PRT

<213> Desconocido

<220>

<223> Epitopo de identificacion
<400> 7

His His His His His His

<210>8

<211>5

<212> PRT

<213> Desconocido

<220>

<223> Epitopo de identificacion
<400> 8

5

5
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Arg Tyr Ile Arg Ser
5

<210>9

<211>8

<212> PRT

<213> Desconocido

<220>

<223> Epitopo de identificacion
<400> 9

Asp Tyr Lys Asp Asp Asp Asp Lys
5

<210> 10

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador de PCR hacia el gen AGA2 de S. cerevisiae
<400> 10

attagaattc cctacttcat acattttcaa 30

<210> 11

<211>73

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador de PCR hacia el gen AGA2 de S. cerevisiae
<400> 11

attactcgag ctattactgc agagcgtagt ctggaacgtc gtatgggtaa 60

aaaacatact gtgtgtttat ggg

<210> 12

<211> 71

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador de PCR hacia la secuencia de reconocimiento del factor Xa
<400> 12

73

tcgacgattg aaggtagata cccatacgac gttccagact acgctctgea 50

gtaatagatt atcctocgage ¢

<210> 13

<211> 63

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>
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<223> Cebador de PCR hacia la secuencia de reconocimiento del factor Xa

<400> 13

cgaggataat ctattactgec agagcgtagt ctggaacgtc gtatgggtat

ctaccttcaa tcg

<210> 14

<211>10

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Cebador de PCR hacia el promotor Gal

<400> 14

aattggtacc 10

<210> 15

<211>10

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Cebador de PCR hacia el promotor Gal

<400> 15

gatcgaattc 10

<210> 16

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Cebador de PCR hacia 4-4-20 scFv

<400> 16

ES 2451091 T3

ggttggccaa gctagcgacg tegttatgac tcaa 34

<210> 17

<211>70

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Cebador de PCR hacia 4-4-20 scFv

<400> 17

50
63

gaccggecaa ctcgagetat tacaagtcett cttcagaaat aagettttgt 50

tctgaggaga cggtgactga

<210> 18

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Cebador de PCR hacia el gen AGA 1 de S. cerevisiae

<400> 18

attagaattc agctaaaaaa accaaaaaat
<210> 19

<211>33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador de PCR hacia el gen AGA 1 de S. cerevisiae

<400> 19
attactcgag ctattaactg aaaattacat tgc
<210> 20
<211> 15

30

33

39
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<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> Conector entre los productos de PCR para mantener el marco de lectura correcto

<400> 20

Gly Gly Glv Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser

<210> 21
<211> 1172
<212> ADN

5

<213> Secuencia artificial

<220>

10

<223> Productos de PCR clonados para producir el casete del gen AFA2-HA-4-4-20

<400> 21

attagaattc
tgtttttcaa
aactatatgc
ctttgtcaac
tttgaatatt
ctcaacaact
acaatagctec
gcltctgcagyg
tgttagtcta
ttgtacacag
ggccagtectco
ggtcccagac
agatcagcag
agtacacatg
gtcctotget
agaaagatga
ggaggcttgg
tggattcact

agaaaggact
gaaacatatt
tgattccaaa
acatgggtat
ggtcaaggaa
agaagacttg

cctacttcat
tattttctgt
gagcaaatcc
gactactatt
acaaatcagt
agcaaaggca
gacgattgaa
ctagcgacgt
ggagatcaag
taatggaaac
caaagdtcct
aggttcagtg
agtggaggct
ttcecgtggac
gatgatgcta
tgctaagaaa
tgcaacctgg
tttagtgact

ggagtgggta
attcagattc
agtagtgtct
ctattactgt
cctcagtcac
taatagctcg

acattttcaa
tattgcttca
cctcaccaac
ttggccaacg
aacgtttgte
gcececataaa
ggtagatacc
cgttatgact
ccteccatcte
acctatttac
gatctacaaa
gcagtggate
gaggatctgg
gttcggtgga
agaaggatgc
gatggtgacg
gaggcccatg
actggatgaa

gcacaaatta
tgtgaaaggc
acctgcaaat
acgggttctt
cgtcteoctea
ag

40

ttaagatgca
gttttagcac
tttagaatcg
ggaaggcaat
agtaattgcg
cacacagtat
catacgacgt
caaacaccac
ttgcagatct
gttggtacct
gtttccaacc
agggacagat
gagtttattt
ggcaccaagc
tgctaagaag
tcaaactgga
aaactctecect

ctgggtcege

gaaacaaacc
agattcacca
gaacaactta
actatggtat

gaacaaaagc

gttacttecge
aggaactgac
acgcecgtact
gcaaggagtt
gttctcaccc
gtttttaagg
tccagactac
tatcacttcc
agtcagagcc
gcagaagcca
gattttctgg
ttcacactca
ctgetecteaa
ttgaaattaa
gatgatgcta
tgagactgga
gtgttgecctc

cagtctccag

ttataattat
tgtcaagaga
agagttgaag
ggactactgg
ttatttetga

15

50
100
150
200
250
300
350
400
450
500
550
600
650
700
750
800
850
300

950
1000
1050
1100
1150
1172
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<210> 22
<211> 366
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2451091

<223> Productos de PCR de scFv-KJ16 de tipo silvestre

<400> 22

gacgtcctgg
atctgtecacc
tttggtatca
gcaactatct
tggcacacag
gaacctatta
ggcaccaagc
agaagatttg
<210> 23

<211> 366
<212> ADN

tgacccaaac
atcacatgcc
gcagaaacca
tggcagatgg
tattctctta
ctgtctacag
tggagctcaa
tagtaa

<213> Secuencia artificial

<220>

tecectgectec
aggcaagcca
gggaaatctc
ggtcccatca
agatcaacag
gtttctagtt
acggtectca

<223> Productos de PCR de KJ16-mut4

<400> 23

gacgtcctgg
acctgtcacc
tttggtateca
gcaactatct
tggcacacag
gaacctatta
ggcaccaagc

agaagatttg

<210> 24
<211> 366
<212> ADN

tgacccaaac
atcacatgecc
gcagaaacca
tggcagatgg
tattctetta
ctgtctacag
tggagctcaa
tagtaa

<213> Secuencia artificial

<220>

tcctgectec
aggcaagcca
gggaaatctc
ggtcccatca
agatcaacag
gtttctagtt

acggtcctea

<223> Productos de PCR de KJ16-mut7

<400> 2,4

41

T3

ctgtctgcat
ggacattggt
ctcagctect
aggttcagtg
actacaggtt
ctcegtacac
gaacaaaagc

ctgtctgecat
ggacattggt
ctcagctect
aggttcagtg
actacaggtt
cteceogtacac

gaacaagagc

ctcecggatga
acttcgttag
ggtctatagt
gcagtagatc
gaagatattg
gtttggagect
ttatttccga

ctceoggatga
acttcgttag
ggtctatagt
gcagtagatc
gaagatattg
gtttggagct
ttatttcega

50
100
150
200
250
300
350
366

50
100
150
200
250
300
350
166
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gacgtccoctgg
atctgtcacc
tttgotateca
gcaactatct
tggcacacag
gaacctatta
ggcaccaagc
agaagatttyg
<210> 25

<211> 747
<212> ADN

tgaccecaaac
atcacatgec
gcagaaacca
tggcagatag
tattctetta
ctgtctacag
tggagctcaa
tagtaa

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2451091 T3

tcetgecteoe
aggecacgeea
gggaaatcte
ggtcoccatea
agatcaacag
gtttctagtt
acggteoctca

ctgtectgeat
ggacattggt
ctcagctcct
aggttcagtg
actacaggtt
ctcegtacac

gaacaaaagc

<223> Secuencia que muestra las mutaciones en el receptor de linfocitos T

<400> 25

gacgtegcag
aaaggtgaca
ggtatcggca
ggtgctggca
cagaccaagc
ctcagacatc
tttggtgcag
gaaggatgct
atgcacagtc
gcctctetge
gttctggtat
actattccgg
ttcagcaaga
gagcgacteg
tgacatttgg

<210> 26

<211> 4

<212> PRT

<213> Desconocido
<220>

tcacccaaag
ttgagctgta
ggacacgggy
gcactgagaa
caagagaact
agtgtacttc
gcacccgact
gctaagaagg
agtgacacag
agctgagatg
gtccagtacc
agacccagtg
gcaactctte
gctgtgtact
atctggcaca

<223> Epitopo de identificacion

<400> 26
lle Glu Gly Arg

cccaagaaac
atcagactaa
catgggctga
aggagatatc
tecteccteat
tgtgccageyg
atcggtgcta
atgatgctaa
ccecgatgete
caagtattcce
cgcggcaggag
gttcaaggag
cttcc&cctg
tetgtgetgt
aaagtcattyg

42

aaggtggcay
taaccacaac
ggctgatcca
cctgatggat
tectggagttg
gtgggggggy
tccteocgegy
gaaagatcat
gegtcactgt
tactctgcga
gctgcagetg
tgaatggctt
cggaaagcct
gagcggottt
tLtctaccata

cteocaggatga
acttcgttag
ggtctatagt
gcagtaaatc
gaagatattg
gtttggaget
ttatttececga

taacaggagg
aacatgtact
ttattcatat
acaaggcctc
gctacccect
caccttgtac
atgatgctaa
gctaagaaad
ctctgaagga
caccttatct
ctcctcaagt
tgaggctgag
ccgtgeactg
gcaagtgcge

catctag

50
100
150
200
250
300
350
366

50
100
150
200
250
300
350
400
450
500
550
600
650
700
747
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REIVINDICACIONES

1. Método para seleccionar proteinas con propiedades fenotipicas mejoradas con respecto a las de esa proteina de
tipo silvestre, que comprende las etapas de:

transformar las células de levadura con un vector que expresa una proteina a ensayar fusionada a una
proteina de pared celular de levadura, en el que se utiliza la mutagénesis para generar una poblacién
variegada de mutantes de la proteina a ensayair;

marcar dichas células de levadura con un primer marcador, en el que dicho primer marcador se asocia con
las levaduras que expresan dicha proteina a ensayar y no se asocia con las levaduras que no expresan dicha
proteina a ensayar;

aislar dichas células de levadura con las que se asocia dicho primer marcador;

analizar y comparar dichas propiedades fenotipicas de dicha proteina mutante expresada por una levadura
que tiene las propiedades fenotipicas de dicha proteina de tipo silvestre; y

seleccionar las células de levadura que presentan las proteinas mutantes con propiedades fenotipicas
mejoradas frente a la proteina de tipo silvestre;

en el que las propiedades fenotipicas mejoradas son una o mas de entre el nivel de expresion en superficie,
la estabilidad, los niveles de secrecion y la solubilidad.

2. Método segun la reivindicacion 1, en el que dicha proteina a ensayar es un anticuerpo, o un fragmento de
anticuerpo Fab, Fv o scFv.

3. Método segun la reivindicacion 1, en el que dicha proteina a ensayar es el dominio de unién a ligando de un
receptor de superficie celular.

4. Método segun la reivindicacion 3, en el que dicho receptor de superficie celular es un receptor de linfocitos T.

5. Método segun la reivindicacion 1, en el que la proteina a ensayar esta fusionada por su extremo N-terminal al
extremo C-terminal de dicha proteina de pared celular de levadura.

6. Método segun la reivindicacion 1, en el que la proteina de pared celular de levadura es una aglutinina.

7. Método segun la reivindicacion 1, en el que dicha levadura es de un género seleccionado del grupo que consiste
en Saccharomyces, Pichia, Hansenula, Schizosaccharomyces, Kluyveromyces, Yarrowia y Candida.

8. Método segun la reivindicacién 1, en el que dichos mutantes de la proteina a ensayar estan seleccionados del
grupo que consiste en mutantes simples y mutantes multiples.

9. Método segun la reivindicacion 1, en el que dicho primer marcador esta seleccionado del grupo que consiste en
marcadores fluorescentes y particulas magnéticas fijadas a un ligando para la proteina a ensayar.

10. Método segun la reivindicacion 1, en el que la seleccion de las proteinas mutadas de interés con propiedades
fenotipicas mejoradas implica ciclos iterativos de dichas etapas de transformacion y de puesta en contacto.

11. Método segun la reivindicacion 1, que comprende adicionalmente las etapas de:

poner en contacto dichas células de levadura con un segundo marcador, en el que dicho vector utilizado para
transformar dichas células de levadura contiene medios para expresar una secuencia polipeptidica fusionada
a dicha proteina a ensayar para producir un polipéptido de fusién y dicho segundo marcador se asocia con
las células de levadura que expresan dicho polipéptido de fusion y no se asocia con las células de levadura
que no expresan dicho polipéptido de fusion;

enriquecer una poblacién de levaduras transformadas cuantificando dicho segundo marcador, en el que una
presencia de dicho segundo marcador es directamente proporcional a la abundancia de dichos polipéptidos
de fusién expresados en la superficie celular; y

comparar dicha cuantificacion de dicho primer marcador con dicha cuantificacion de dicho segundo marcador
para determinar los niveles de expresion en superficie de dicha proteina a ensayar.

12. Método segun la reivindicacion 11, en el que puede utilizarse un aumento de dichos niveles de expresion en
superficie de dicha proteina mutante a ensayar con respecto al nivel de expresién en superficie de la proteina de tipo
silvestre ensayada para seleccionar las propiedades fenotipicas deseables de dicha proteina mutante, en el que
dichas propiedades fenotipicas deseadas incluyen una o mas de entre el nivel de expresion intracelular, la
estabilidad, los niveles de secrecion y la solubilidad.

13. Método segun la reivindicacion 11, en el que dicha porcion polipeptidica de dicho polipéptido de fusion
reconocida por dicho segundo marcador es un epitopo de identificacion.
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14. Método segun la reivindicacion 11, en el que dicho primer marcador y dicho segundo marcador son marcadores
fluorescentes.

15. Método segun la reivindicacion 1, que comprende adicionalmente las etapas de:

clonar un gen que codifica dichas proteinas mutantes seleccionadas en un vector adaptado para la expresion
en una célula eucariota; y

expresar dicha proteina mutante en dicha célula eucariota, en el que dichas propiedades fenotipicas
mejoradas de dicha proteina mutante se confirman comparando las propiedades de dichas propiedades
fenotipicas mejoradas de dicha proteina mutante con las propiedades de dicha proteina de tipo silvestre.

16. Método segun la reivindicacion 15, en el que dicha célula eucariota esta seleccionada del grupo que consiste en
células de levadura, de insecto y de mamifero.

17. Método segun la reivindicacion 1, que comprende adicionalmente las etapas de:

clonar un gen que codifica dichas proteinas mutantes seleccionadas en un vector adaptado para la expresion
en un procariota; y

expresar dicha proteina mutante en dicho procariota, en el que dichas propiedades fenotipicas mejoradas de
dicha proteina mutante se confirman comparando las propiedades de dichas propiedades fenotipicas
mejoradas de dicha proteina mutante con las propiedades de dicha proteina de tipo silvestre.

18. Método segun la reivindicacion 1, en el que dicha etapa de aislamiento se lleva a cabo mediante citometria de
flujo.

44
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ATTAGARTTC
TETTTTTCAR
AACTATATEC
CTTTGTCAAC
TTTGAATATT
CTCAACAACT
ACRATAGCTC
GCTCTGCAGE
TETTAGTCTA
TTETACACAG
GGCCAGTCTC
GGTCCCAGAC
AGATCAGCLG
AGTRCACATG
GTCCTCTCCT
AGARRRGATGA
GEAGECTTEE
TGEATTCACT
AGRRRGGACT
GARRCATATT
TGEATTCCARR
ACATGGSTAT
GOETCAMGGAR
AGRAGACTTE
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COTACTTCAT
TATTTTCTGT
GAGCARATCC
GACTACTATT
ACARATCAGT
AGCARAGGCH
GACGATTGAA
CTAGCGACGT
GGAGATCAAG
TAATGGARMC
CARRGGTCCT
AGGTTCAGTC
AGTGGAGGECT
TTCCGTGEAC
GATGATGCTA
TGCTAAGARR
TGCARCCTGE
TTTAGTGACT
GGACTEGETA
ATTCAGATTC
AGTAGTGTCT
CTATTACTGT
COTCASTCAC
TAATRAGCTCG

ACATTTICAR
TATTGCTTCA
CCTCARCCAAC
TTGGEOCARCE
BACGTTTGTC
GCCCCATAAR
GGTACATACT
CGTTATGACT
CCTCCATCTC
ACCTATTTAC
GATCTACAAR
GCAGTGGATC
GAGGATCTGE
GTTCGETGEA
AGAAGEATED
CATGGTGACG
GAGGDCCATG
ACTGGATGAR
GCACAAATTR
TETGARAGEC
ACCTGCAART
ACGEGETTICTT
CETCTCCTCR
AG

FIG. 7
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TTARGATGECA
GTTTTAGCAC
TTTLEAATCS
GGAAGGCAAT
AGTARATTGCOG
CACACAGTAT
CATACGACGT
CAARACACCAC
TTGCAGATCT
GTTGGTACCT
GTTTCCARCC
AGGEACAGAT
GAGTTTATTT
GECACCANGET
TGCTARGAAG
TCAARCTGGA
BARCTCTCCT
CTGGETCOGT
GAARCARACC
AGATTCACCA
GARACAACTTA
RCTATGGTAT
GAACARMRGE

GTTACTTCGC
AGGAARCTGAC
ACGCCGTACT
GCARGEAGTT
GTTCTCACCC
GTTTTTAAGG
TCCAGACTAC
TATCACTTCC
AGTCAGAGCC
GCAGARGCCA
GATTTTCTGG
TTCACACTCA
CTECTCTCAR
TTGRAATTAR
GATCGATGCTR
TGAGACTGGR
GTETTCCCTC
CAGTCTCCAG
TTATAATTAT
TGETCAAGAGA
ACGAGTTGAMG
GGACTACTGG
TTATTTCTGA



FIG. 8A
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