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DESCRIPCION
Método para aislar anticuerpos intracelulares capaces de neutralizar interacciones proteicas

La presente invencién se refiere a un método para el aislamiento de anticuerpos intracelulares estables capaces de
neutralizar interacciones proteicas. En particular, la invencion se refiere a una biblioteca de fragmentos de anticuerpo
para aislar y expresar anticuerpos funcionales en el ambiente intracelular (anticuerpos intracelulares), capaces de
interaccionar con proteinas diana especificas en el ambiente intracelular. La invencion se refiere a un método para el
aislamiento de un conjunto de fragmentos de anticuerpo contra una parte significativa de las interacciones proteina-
proteina de una célula dada (interactoma) o contra las interacciones proteicas que constituyen una ruta o red
intracelular.

Se sabe que los anticuerpos pueden usarse para interferir de una manera altamente especifica con procesos
biol6égicos dentro de la célula (Cattaneo y Biocca 1997) (Cattaneo y Biocca 1999) (Biocca, Neuberger et al. 1990).
Una expresion intracelular especifica puede dar como resultado la inhibicion de la funcién proteica diana (anulacion
proteica). De esta manera, un anticuerpo intracelular adecuado puede conferir un fenotipo de interés a una célula o a
un organismo. En particular, la anulacién proteica representa un método ventajoso para aprovechar y resolver el
cuello de botella en genémica funcional (de genes a funcién). De hecho, los programas gendmicos y proteémicos
proporcionan una gran cantidad de informacién para la identificacién de genes y proteinas pero no de su funcién. La
solucién del problema de la técnica anterior podria facilitar la identificacién y validacion de proteinas diana también
para el desarrollo de farmacos. La anulacién proteica tiene ventajas notables con respecto a métodos alternativos
(anulacién génica o anulacion de ARN, antisentido, ribozimas o ARNi) (Rossi 1999; Capecchi 1989; Fire 1999;
Tavernarakis, Wang et al. 2000) ya que:

- la proteina esta directamente correlacionada con su funcién bioldgica;

- permite anular versiones modificadas después de la transduccion de la proteina o las subpoblaciones
compartimentalizadas de la proteina;

- permite la modulacion de la intensidad de anulacion (anulacién gradual o silenciamiento). Dado que la funcién
proteica depende con mucha frecuencia de las interacciones proteina-proteina especificas, los anticuerpos o
fragmentos de anticuerpo capaces de interferir con las interacciones proteina-proteina permitiran una
neutralizacién de la funcion proteica selectiva y especifica, permitiendo a la vez otras funciones de la misma
proteina, dependiendo de otras interacciones proteicas.

La tecnologia de anticuerpos intracelular puede ser extremadamente Util para gendmica funcional ya que aprovecha:

- un repertorio practicamente limitado de los anticuerpos contra cualquier proteina;
- la posibilidad de dirigir estos anticuerpos a sitios en los que la proteina ejerce su funcién dentro de la célula, y
- la posibilidad de obtener una anulacioén proteica especifica y localizada.

Sin embargo, su aplicacién a la genémica funcional y a la protedmica global requiere la tecnologia simplemente en
un proceso de alto rendimiento. Por eso la tecnologia de anticuerpos intracelulares no es aplicable en la actualidad a
la gendmica funcional.

La tecnologia de anticuerpos intracelulares usa genes para anticuerpos especificos que se modifican
adecuadamente y se obtienen del sistema inmunitario natural (de raton o humano) o de bibliotecas de anticuerpos
(sintéticas o naturales) expuestas en las superficies de fagos filamentosos como fragmentos de anticuerpo
(tecnologias de presentacion de fagos, ScFv).

Con respecto a afinidad, estabilidad y solubilidad, |la calidad de los fragmentos de anticuerpo aislados con tecnologia
de presentacion de fagos es proporcional al tamafio de la biblioteca usada para seleccién in vitro (Vaughan, Williams
et al. 1996), ya que la probabilidad de hallar un anticuerpo con las propiedades de interés es proporcional a la
diversidad de la biblioteca. Por esto es necesario tener grandes bibliotecas de anticuerpos para obtener anticuerpos
de alta afinidad capaces de reconocer cualquier antigeno (Griffiths, Malmaqvist et al. 1993) (Griffiths, Williams et al.
1994) (Sheets, Amersdorfer et al. 1998) (Vaughan, Williams et al. 1996) (Sblattero y Bradbury 2000). Estas
bibliotecas se ensayan con los antigenos de interés, ligados en la fase soélida; los anticuerpos se seleccionan
después por ciclos secuenciales de absorcién, lavado, elucién y crecimiento. Este procedimiento de seleccion, sin
embargo, no asegura que los anticuerpos seleccionados sean adecuados para la expresion intracelular, ya que no
todos los anticuerpos son capaces de actuar en el ambiente intracelular. En el estado actual de la técnica, el
rendimiento de los anticuerpos adecuados para expresién intracelular no es predecible a priori (Biocca, Ruberti et al.
1995; Proba, Worn et al. 1998), ya que las condiciones fisico quimicas intracelulares (de citoplasma y nucleo)
difieren en gran medida de en las que los anticuerpos se encuentran en la naturaleza y se sintetizan normalmente
(rutas de reticulo endoplasmico y secretoras).

Por lo tanto, una aplicacién de la tecnologia a la genémica funcional requiere un método robusto y predecible para
seleccionar a priori anticuerpos capaces de actuar en el ambiente intracelular. Se ha conseguido una mejora con el
método de seleccidn basado en un sistema de doble hibrido (IACT o Tecnologia de Captura de Anticuerpos
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Intracelulares) (Visintin et al. 1999; Visintin et al. 2002) y se describe en la solicitud de patente internacional PCT WO
00/54057. Los anticuerpos en el formato de IACT son capaces de interaccionar con el antigeno correspondiente y
resultan ser eficaces y funcionales cuando se expresan como anticuerpos intracelulares ordinarios en el sistema de
usuario final. La estrategia de seleccion por IACT es eficaz en el diagnéstico y prediccion para la identificacién de
anticuerpos intracelulares funcionales partiendo de bibliotecas grandes. La tecnologia IACT también se ha usado en
un procedimiento derivado para identificar rapida y eficazmente los epitopos reconocidos por los anticuerpos
seleccionados en sus antigenos respectivos (mapeo de epitopos in vivo, IVEM, solicitud de patente RM2000A00561)
(Visintin et al. 2002).

Sin embargo, el desarrollo de IACT no permite aun aplicar la tecnologia de anticuerpos intracelulares a gendémica
funcional, lo que requiere un rendimiento paralelo de al menos 500 a 1000 genes hasta varios miles de genes.
Ademas, el procedimiento de IACT no asegura que los fragmentos de anticuerpos seleccionados sean capaces de
neutralizar la funcién de la proteina diana. Solamente un subconjunto de los anticuerpos seleccionados, como
mucho tendran la propiedad de ser anticuerpos neutralizantes.

La solucién a este problema constituye el objetivo de la invencion, que permite un procesamiento rapido, eficaz de
alto volumen de genes para anticuerpos intracelulares validados que se expresan después en modelos celulares
apropiados para estudiar y neutralizar la funcion de proteinas correspondientes.

En una implementacion especifica, el procedimiento descrito en la presente invencién permite el aislamiento directo
de fragmentos de anticuerpo capaces de alterar especificamente interacciones proteina-proteina, que tienen de este
modo la capacidad de neutralizar selectiva y especificamente la funcion proteica. Por lo tanto, el procedimiento
descrito permite aislar fragmentos de anticuerpo que se validan intracelularmente y neutralizan la funcién proteica.

Como ya se ha mencionado, el uso de IACT para aislar anticuerpos intracelulares validados esta gravemente
limitada por la baja eficacia de transformacion celular (de levadura o mamifero) cuando se maneja la seleccion de
doble hibrido, que, a su vez, no permite la introduccion de bibliotecas de anticuerpo (de scFv o anticuerpos de un
Unico dominio) con una diversidad mayor de 10° anticuerpos, un intervalo lejos del requerido para asegurar una
probabilidad significativa de hallar un clon con las propiedades deseadas (1 0'%-1 O”).

En la actualidad, la etapa de IACT se precede de un enriquecimiento de la biblioteca para reducir la diversidad hasta
niveles compatibles con la transformacién en células para la seleccion de doble hibrido (Figura 1) usando:

- uno o dos ciclos de absorcién en columnas de antigenos en la fase sélida en el caso de una biblioteca de
anticuerpos en fagos, o
- inmunizacién de un ratén con el antigeno si la biblioteca de anticuerpos se prepara a partir de linfocitos de ratén.

Estas etapas son extremadamente costosas y lentas. Ademas, para la primera etapa es necesaria una buena
biblioteca de presentacion de fagos. En ambos casos la etapa de enriquecimiento requiere la disponibilidad de una
proteina codificada por el gen de interés. Esto crea un cuello de botella altamente significativo ya que los programas
gendmicos funcionales proporcionan los genes (ADNC, EST, ORF, etc.) pero no una proteina. Los posibles
proyectos en el estado actual de la técnica estan, por lo tanto, limitados por el hecho de que para cada grupo de
genes de interés debe llevarse a cabo cada vez una preseleccién ad hoc.

La soluciéon a este problema se consigue mediante la construccién de una biblioteca de anticuerpos expresada
directamente en el doble hibrido en lugar de en el formato de presentacién de fagos. El procedimiento completo para
obtener anticuerpos intracelulares a partir de los genes como aportacién se facilita, se reduce, se acelera, y se hace
mas paralelo ya que los genes de interés podrian insertarse directamente en el vector para seleccion de IACT o sus
modificaciones, evitando de este modo la necesidad de expresar y purificar las proteinas correspondientes.

Una implementacién adicional, con respecto al sistema de IACT, es garantizar el aislamiento de anticuerpos
intracelulares neutralizantes. De hecho, el sistema de IACT solo garantiza el aislamiento de anticuerpos
biol6gicamente funcionales en un ambiente intracelular pero no selecciona anticuerpos neutralizantes.

Descripcion de la invencion

En lo sucesivo, un anticuerpo intracelular es un anticuerpo sintético recombinante en un formato monocatenario
(scFv), FAb o anticuerpo de un Unico dominio (dAb), capaz de plegarse y ser funcional en un ambiente intracelular
(es decir citoplasma, nucleo).

Una biblioteca de anticuerpos intracelulares comprendera: a) biblioteca de anticuerpos intracelulares en la que los
genes de anticuerpo son regiones V derivadas de i) linfocitos de ratén; ii) linfocitos derivados de pacientes con
enfermedad autoinmunitaria; iii) linfocitos derivados de personas sanas; b) una biblioteca de anticuerpos
intracelulares del punto a) obtenida con el método de la recombinacién genética por dos sitios de recombinacién
homoéloga (BIG-SPLINT); c) una biblioteca de anticuerpos intracelulares modificados por ingenieria genética en
armazones particulares disefiados basandose en las secuencias consenso intracelulares presentes en anticuerpos
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intracelulares.

Es un objetivo de la invencion un método para aislar anticuerpos intracelulares capaces de neutralizar una
interaccion entre un ligando proteico x y un ligando proteico y conocido dentro de una célula, que comprende las
etapas de:

a) obtener una cepa de levadura recombinante en la que:

i) una secuencia que codifica el ligando proteico x y una secuencia que codifica el ligando proteico y se
clonan en un primer vector de expresion de levadura, pero

ii) al menos uno de x 0 y se expresan de una manera inducible, y

iii) la interaccion entre el ligando proteico x y el ligando proteico y conduciria a la produccién de un represor
de una funcién esencial de la célula de levadura o de un agente téxico, de modo que se obtendrian células de
levadura no viables;

b) transformar la cepa de levadura recombinante del punto a) con una biblioteca de expresion de anticuerpos
intracelulares por medio de un segundo vector de expresién de levadura;

c) seleccionar una cepa de levadura recombinante transformada del punto b) induciendo la expresion tanto del
ligando x como del ligando y; y aislando clones de levadura receptores capaces de crecer;

d) aislar anticuerpos intracelulares capaces de neutralizar la interaccion entre el ligando proteico x y el ligando
proteico y de los clones de levadura recombinantes receptores capaces de crecer,

en el que la biblioteca de expresién de anticuerpos intracelulares se obtiene a partir de linfocitos de ratones no
inmunizados y se expresa directamente en las células de levadura sin utilizar el cribado de presentacion de fagos.

Otro objetivo de la invenciéon es un método para aislar anticuerpos intracelulares capaces de neutralizar una
interaccion entre un ligando proteico x y un ligando proteico y conocido dentro de una célula, que comprende las
etapas de:

a) obtener una cepa de levadura recombinante que tiene una competencia sexual mat-a o mat-alfa en la que:

i) una secuencia que codifica el ligando proteico x y una secuencia que codifica el ligando proteico y se
clonan en un primer vector de expresion de levadura, pero

ii) al menos uno de x 0 y se expresa de una manera inducible, y

iii) la interaccion entre el ligando proteico x y el ligando proteico y conduciria a la produccién de un represor
de una funcién esencial de la célula de levadura o de un agente téxico, de modo que se obtendrian células de
levadura no viables;

b) obtener una biblioteca de expresién de anticuerpos intracelulares por medio de un segundo vector de
expresion de levadura en una cepa de levadura con una competencia sexual opuesta a la de la cepa de levadura
en el punto a);

c) exponer las levaduras del punto a) y las levaduras recombinantes del punto b) a condiciones capaces de
promover el apareamiento sexual y la expresion de los ligandos x e y;

d) seleccionar clones de levadura transformados induciendo la expresién tanto del ligado x como del ligando y; y
asilando receptores de clones de levadura capaces de crecer;

e) aislar anticuerpos intracelulares capaces de neutralizar la interaccién entre el ligando proteico x y el ligando
proteico y de los clones de levadura recombinantes receptores capaces de crecer,

en el que la biblioteca de expresién de anticuerpos intracelulares se obtiene de linfocitos de ratones no inmunizados
y se expresa directamente en las células de levadura sin utilizar el cribado de presentacion de fagos.

En una realizacién preferida la cepa de levadura recombinante se obtiene:

a) clonando una primera secuencia que codifica el ligando proteico x y una segunda secuencia que codifica el
ligando proteico y en el primer vector de expresién de levadura, estando cada primera y segunda secuencia bajo
el control de cada una de dos partes de un promotor bidireccional, estando la primera secuencia fusionada con
una secuencia que codifica una primera molécula, y estando la segunda secuencia fusionada con una secuencia
que codifica una segunda molécula, de modo que cuando el ligando proteico x y el ligando proteico y
interaccionan se induce la produccion de un represor de una funcién esencial de la célula de levadura o de un
agente toxico;

b) transformando la cepa de levadura receptora con el vector de expresion de levadura del punto a); y

¢) seleccionando levaduras transformadas.

Preferentemente los promotores bidireccionales son los promotores Gal 1 y Gal 10.
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Preferentemente las primera y segunda moléculas conducen a la produccion de un represor capaz de suspender la
transcripcion del gen HIS3 de levadura.

Preferentemente la biblioteca de expresion de anticuerpos intracelulares se obtiene en un formato de anticuerpo de
un Unico dominio o scFv.

Otro objetivo de la invencién es un método para identificar simultdneamente tanto un ligando proteico x capaz de
unirse con un ligando proteico conocido y dentro de una célula eucariota, como un anticuerpo intracelular capaz de
neutralizar dicha interaccion entre el ligando proteico x y el ligando proteico conocido y, que comprende las etapas
de:

a) clonar una biblioteca de ADNc que contenga secuencias que codifiquen el ligando proteico x y una secuencia
que codifique el ligando proteico y en un primer vector de expresion de levadura, estando las secuencias de la
biblioteca de ADNc bajo el control de una de las dos partes de un promotor inducible bidireccional, estando las
secuencias de la biblioteca de ADNc fusionadas a una secuencia que codifica una primera molécula; y estando la
secuencia que codifica el ligando proteico y bajo el control de la otra de las dos partes del promotor bidireccional,
y estando fusionada a una secuencia que codifica una segunda molécula, de tal manera que cuando el ligando
proteico x y el ligando proteico y interaccionan dicha primera molécula y dicha segunda molécula interaccionan
también, de una manera que se induce la produccién bien de un represor de una funcién esencial de la célula de
levadura o de un agente toxico;

b) transformar una cepa de levadura con una competencia sexual mat a o mat alfa con el primer vector de
expresion de levadura recombinante del punto a);

c) seleccionar las levaduras transformadas;

d) obtener una biblioteca de expresidn de anticuerpos intracelulares en una cepa de levadura que tiene una
competencia sexual opuesta a la de la cepa de levadura del punto a) mediante un segundo vector de expresion
de levadura;

e) someter las levaduras del punto c¢) y las levaduras del punto d) a condiciones tales que se promueve la
reproduccion sexual y la expresion del promotor direccional en un entorno capaz de inducir la expresion del
ligando proteico x y del ligando proteico y;

f) seleccionar clones de levadura viables en los que el anticuerpo intracelular altera la interaccion entre el ligando
proteico x y el ligando proteico y;

g) identificar el ligando proteico x y el anticuerpo intracelular,

en el que la biblioteca de expresion de anticuerpos intracelulares se obtiene de linfocitos de ratones no
inmunizados y se expresa directamente en las células de levadura sin utilizar el cribado de presentacion de
fagos.

Descripcion detallada de la invencion

Los autores han desarrollado una biblioteca de anticuerpos intracelulares de acuerdo con un método que comprende
las siguientes etapas (Figura 2):

a) recuperar ADN que codifica las regiones naturales de inmunoglobulina de linfocitos B de células del bazo o
linfocitos periféricos por aislamiento de ARN, sintesis de ADN complementario y amplificacion de ADN que
codifica cadenas ligeras y pesadas de inmunoglobulinas;

b) clonar dicho ADN usando cebadores disefiados para contener sitios de restriccion adecuados para un vector
de expresion que comprende:

1) un gen de resistencia a antibiéticos diferente del vector que expresa los ligandos proteicos x e y, es decir
ampicilina;

2) un marcador nutricional diferente del vector que expresa los ligandos proteicos x e y, es decir LEU2; 3)
origenes de replicacion tanto para E. coli (es decir ColEl, fl) como para la levadura (es decir 2u); 4) un
polienlazador adecuado para la insercion de una biblioteca de anticuerpos; 5) una o mas sefales de localizacion
nuclear cadena arriba de la secuencia que codifica el scFv, pero también FAb y dominios de anticuerpo;

c) caracterizar la biblioteca obtenida identificando la huella genética de colonias por PCR, y

d) seleccionar el SPLINT por IACT (SPLINT-2HY) en un panel conocido de antigenos.

El vector del punto b) es el vector pVP16/mv1 (Figura 3).

Para superar la limitacion impuesta por la baja eficacia de la transformacién de levaduras los autores han preparado
una tecnologia, denominada BIG-SPLINT (Figura 4a, Figura 4b), que usa acontecimientos de recombinacién para
obtener una biblioteca intracelular mayor después de crear bibliotecas primarias mas pequefias. Se ha descrito una
estrategia de recombinacién como una alternativa para crear bibliotecas de fragmentos scFv expresadas en fagos
(Sblattero y Bradbury, 2000; documento PCT WO 00311246), pero nunca se ha aplicado para obtener bibliotecas de
anticuerpos intracelulares en células eucariotas. El acontecimiento de recombinacion se aplica a la biblioteca
intracelular SPLINT y se basa en una modificacion del vector pVP 16 para clonar dos sitios de recombinacion lox (lox
Py lox P511) entre los genes VH y VL (vector (pVP/16mv1-lox, Figura 5). Este sistema introduce un gen que codifica
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la recombinasa CRE inducida por el promotor GAL1 solamente en presencia de galactosa, integrado en el genoma
de levadura. Inicialmente, se obtienen dos minibibliotecas en dos vectores pVP16/mv1-lox que difieren solamente en
sus marcadores nutricionales y antibiéticos. Las cadenas VH y VL se recombinan después tras la transformacién (o
apareamiento) en la cepa de levadura que contiene el gen de recombinasa CRE, cuya actividad se induce
solamente tras la introduccion de las dos bibliotecas de scFv en la cepa de levadura (Figura 4a, Figura 4b).

La invencién supera los problemas técnicos previos evitando completamente las etapas de manipulacién de
proteinas en el proceso “gen - anticuerpo intracelular”, permitiendo de este modo el aislamiento de anticuerpos
intracelulares contra cualquiera de las proteinas codificadas por un genoma, y permitiendo el aislamiento de
anticuerpos intracelulares contra todas las interacciones proteina-proteina en una célula.

La tecnologia SPLINT de la invencién predice secuencias preferidas por anticuerpos en ambientes intracelulares,
aumentando de este modo el conocimiento de la estructura adoptada por los anticuerpos intracelulares en
ambientes fisiolégicamente incompatibles, y conduciendo la formulacién de una familia de secuencias consenso de
armazones de anticuerpos validados para la expresion intracelular.

Una realizacion preferida de la invencién hace uso de secuencias de anticuerpo ya validadas por el procedimiento
de IACT de acuerdo con el siguiente método:

SUPER-SPLINT

A medida que se implementan los procedimientos de seleccion para anticuerpos intracelulares, se adquiere
informacién sobre secuencias de anticuerpos intracelulares validados. Por lo tanto pueden obtenerse diversas
generaciones de SPLINT (SUPER-SPLINT) usando secuencias de anticuerpos validados con la tecnologia IACT
actual, como se desvelan en la solicitud WO0054057, aumentando de este modo la estabilidad y afinidad intracelular
de los anticuerpos seleccionados in vivo. La denominada biblioteca SUPER-SPLINT se obtiene después injertando
bibliotecas de CDR (regién determinante de complementariedad) en armazones de anticuerpos disenhados
basandose en informacién adquirida del estudio de los anticuerpos intracelulares validados. De esta manera, el
tamano de la biblioteca de entrada es menor, permitiendo de este modo que aumente la diversidad de anticuerpos
en una estructura de anticuerpo que se dirige mas a la expresion intracelular.

Las bibliotecas SPLINT constituyen una fuente limitada de anticuerpos para diversos usos en diagndstico,
investigacion, industria y terapia y, en general, para todas las aplicaciones que requieren anticuerpos mas estables.

La tecnologia SPLINT puede adaptarse a otros tipos celulares ademas de levadura, incluyendo células de E. coli'y
de mamifero, para impedir la posible limitacién de tener anticuerpos contra proteinas expresadas por la célula
hospedadora.

La tecnologia SPLINT ofrece un nuevo campo de aplicacion para anticuerpos intracelulares que no eran posibles
antes, en la llamada gendmica funcional inversa o AntiGEN6mica (Figura 6), que conduce a la identificacion de
proteinas implicadas en una funcién celular de interés. En este formato, las bibliotecas de anticuerpos intracelulares
derivadas por SPLINT (SUB-SPLINT) se usan en lineas celulares adecuadas, por ejemplo lineas celulares de
mamifero, para inducir un fenotipo de interés y para identificar las proteinas responsables de los procesos biol6gicos
subyacentes. El método de AntiGEN6mica permite por lo tanto la identificacién de las proteinas implicadas en una
funcion bioldgica dada, y resuelve un cuello de botella tipico de cribados protedmicos, concretamente asignar una
funcién a las proteinas identificadas.

La invencion se describe ahora de acuerdo con los siguientes ejemplos.
Figuras

Figura 1. Diagrama de tecnologia IACT. Los anticuerpos intracelulares pueden aislarse después de la
combinacion entre el sistema de dos hibridos y la tecnologia de presentacion de fagos o después de
inmunizaciéon de un ratén y la construccion posterior de una biblioteca de scFv o dominios de anticuerpo
(Tomlinson y Holliger, 2000) (Wu y Yazaki, 2000; Kortt et al, 2001; Todorovska et al., 2001) (Tanaka et al.,
2003)) en un vector que ha expresado un dominio de activacion. Después de seleccion in vivo en la célula de
levadura, los clones con resultados positivos se aislan y puede usarse el scFv para aplicaciones in vitro e in vivo.
Figura 2. Diagrama de la construccion de una biblioteca SPLINT: las regiones variables de anticuerpo pueden
clonarse directamente de un ratén no inmunizado en un vector que expresa el dominio de activaciéon y dos NLS
fusionados en tandem después del fragmento de anticuerpo scFv. La biblioteca SPLINT se inserta después en la
cepa de levadura en una forma episémica y después puede usarse para cribado de IACT inmediatamente
después de la transformacion del antigeno que se va a usar como cebo.

Figura 3. Diagrama de los vectores plinker220 y pVP16mv1. Los vectores presentan 2 NLS fusionados en los
extremos 3’ y 5 de scFv para plinker220 o 2 NLS fusionados en tdndem después del scFv en pVP16mv1. La
biblioteca de scFv se transcribe por el promotor ADH1. Cadena debajo de la biblioteca, hay una secuencia de
terminacion de ADH. El vector también contiene la secuencia que codifica el gen de ampicilinasa (bla), la
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secuencia génica LEU2 (marcador nutricional para seleccion en levadura), un origen de replicacién f1 de E. coliy
un origen de replicacion 2 u de levadura.

Figura 4 a-b. Diagrama de la tecnologia usada para crear una biblioteca BIG-SPLINT. En este sistema, se usan
dos bibliotecas SPLINT clonadas en dos vectores pVP16mv1 que difieren solamente en resistencia a antibioticos
para E. coli. Los vectores presentan sitios lox para recombinacion heterdloga entre las cadenas de anticuerpos.
El gen que codifica la recombinasa CRE puede insertarse o como un gen expresarse por un promotor Gall
inducible clonado en un vector episémico o puede estar presente en la cepa de levadura previamente construida
para este fin.

Figura 5. Diagrama de los vectores pVP16mv1-lox y pVP16m2 kan. Los dos vectores son conceptualmente
idénticos al vector pVP16mv1. La Unica diferencia es que cadena arriba y cadena debajo de la construccion
scFv-VP16 hay dos secuencias lox511-loxPWT que se reconocen por la enzima CRE que comienza a
recombinar las cadenas variables directamente en el ambiente intracelular.

Figura 6. Diagrama de la tecnologia AntiGENOmica. La tecnologia usa seleccion in vivo de una biblioteca de
ADNCc creada a partir de una linea celular y la biblioteca de anticuerpos SPLINT. Después del aislamiento de un
gran panel de pares Ag-scFv, los genes aislados se identifican y se secuencian los scFv que reconocen. Estos
scFv se expresan después como una biblioteca especifica de célula (SUB-SPLINT) in vivo, en la célula diana de
interés y se usan para recapturar in vivo las proteinas expresadas en la célula, bien directamente o bien después
de una seleccién fenotipica. Los complejos de scFv-proteina intracelulares se inmunoprecipitaron después
usando el marcador de secuencia de scFv y se analizan usando técnicas protedmicas clasicas tales como
2Degel y MS.

Figura 7. Diagrama de los vectores pMIC-BD1 y pMIC-BD2. Los siguientes vectores se construyeron para
expresar el antigeno usado como cebo cadena debajo de un dominio de unién a ADN (lexA). Los dos vectores
difieren solamente en la falta de NLS en pMIC-BD2, que se retir6 antes de la mutagénesis. EI promotor ADH1
promueve la transcripcion de la proteina de fusion lexA-Ag. Cadena debajo de esta construccién hay una
secuencia de destruccion de ADHIterm. El vector también tiene la secuencia que codifica el gen de cloranfenicol
(cam), la secuencia del gen TRP1 (marcador nutricional para seleccién en levadura), un origen de replicacion 1
en E. coliy un origen de replicacion 2 p para la levadura.

Figura 8. Diagrama de la construccién de la biblioteca anti GFP. Se inmuniza un ratén con la proteina GFP. El
bazo de ratén se usa después como una fuente de linfocitos para extraer el ARN que codifica las cadenas
variables de inmunoglobulina. Una vez que se ha preparado el ADNc, las cadenas variables se amplifican con
cebadores degenerados especificos. La biblioteca anti GFP en el formato scFv se clona después en el vector
pVP16mv1 y se criba contra la GFP clonada en el vector pBMIC-BD1.

Figura 9. Ensayo de X-gal e identificacion de PCR-BSTNI en clones anti CH2-Shc aislados de la biblioteca
hiperinmunitaria obtenida después de inmunizacién de ratones con proteina GFP y seleccionada con el método
de IACT.

Figura 10. La figura muestra las diversas etapas de clonacion de la biblioteca SPLINT: en el primer panel a la
izquierda se puede ver el analisis de ARN total extraido del bazo de ratén no inmunizado. A la derecha, se puede
ver el producto de RT-PCR reamplificado con una mezcla de cebadores especificos para las cadenas variables.
El fin de esta etapa es evaluar la calidad del ADNc antes de proceder a la amplificacion programada con los
diversos pares de cebadores (véase tabla |). Debajo se puede ver el andlisis de las amplificaciones para la VH y
VL con cada par de cebadores degenerados. Finalmente, después de haber cuantificado cada amplificacién
individual para la VH y para la VL, cada producto amplificado se mezcla en concentraciones iguales; el resultado
final se ilustra en la fotografia superior derecha.

Figura 11. Fotografia del desplazamiento de la cadena VH y VL.

Figura 12. a. Fotografia del ensamblaje de la biblioteca SPLINT en el formato scFv. b. Identificacion de la huella
genética por PCR-BstNI de la biblioteca SPLINT después de electroporacion en la cepa DH5aF .

Figura 13. Ensayo de X-gal e identificaciéon de la huella por PCR-BstNI en clones anti-SH2-Shc aislados de la
biblioteca SPLINT seleccionados con el método de IACT.

Figura 14. Ensayo de X-gal e identificacion de la huella genética por PCR-BstNI en clones anti-K-RAS aislados
de la biblioteca SPLINT seleccionada con el método de IACT.

Figura 15. Ensayo de X-gal para cribado secundaria en clones anti-SH2-SHc y anti-K-RAS con antigenos
respectivos usados como cebos.

Figura 16. Ensayo de X-gal e identificacion de la huella genética por PCR-BstNI en clones anti-Syk aislados de
la biblioteca SPLINT seleccionados con el método de IACT.

Figuras 17. Se reintroducen plasmidos de scFv de rescate en la cepa de seleccién original y en diferentes cepas
cebo para verificar la especificidad. El plasmido aislado que expresa los scFv (es decir anti LT4) se reintroducen
en cepas que contienen antigeno diana (LTB4) y otro antigeno no relacionado (lamina). Como un ejemplo los
clones b y h resultan ser especificos solamente para LTB4 y no consiguen interaccionar con el antigeno lamina,
confirmando de este modo su especificidad por LTR4.

Figura 18. El fragmento scFv anti LTP4 reconocié especificamente LTB4 y no consigui6é reconocer el cebo UTR4.
Las timosinas son una familia de proteinas pequenas compuestas completamente por un Gnico dominio WH2, un
motivo de unién a mondémero de actina de ~35 restos, que se encuentra en muchos reguladores diferentes del
citoesqueleto de actina. La timosina especifica de linfoide codifica una extension NH2 terminal de seis restos
extra. Se ensayaron cinco fragmentos de anticuerpo obtenidos del cribado de LTf4 con respecto a su capacidad
para unirse con UTB4. Como se muestra en la Figura, todos los scFv ensayados resultaron ser especificos
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solamente para la forma linfoide y no para la ubicua.

Figura 19. Diagrama del método usado con SPLINT en el sistema de tres hibridos (véase la explicacién en los
Resultados).

Figura 20. Diagrama de los vectores pBiDi3HY, pBiDi3HYlexA-VP16 y pSLINT. pBiDi3HYlexA-VP16 contiene un
promotor bidireccional para la expresion de dos bibliotecas de ADNc (1 y 2). La biblioteca ADNc1 se expresa
como una proteina de fusiéon con lexA, mientras que la biblioteca ADNc2 se expresa como un vector de fusién
con VP16. Ambas bibliotecas tienen dos secuencias de parada diferentes. El vector se expresa como un
marcador nutricional para seleccién en la levadura TRP1. El vector también tiene la secuencia que codifica el gen
de cloranfenicol (cam), un origen de replicacion f1 en E. coli y un origen de replicacion 2 u para la levadura.
pSPLINT es un vector idéntico a pVP16mv1 pero sin el dominio de activacién VP16. Este vector se usa
solamente para expresar scFv en el ambiente intracelular.

Figura 21. Analisis de transferencia de Western de las proteinas lexA y VP16 expresadas tras la induccion con
galactosa en el vector pBiDi3HYlexA-VP16. Después de la transferencia, se detectd lexA con el anticuerpo
policlonal anti lexA (Invitrogen) y VP16 con el anticuerpo policlonal anti VP16 (Clontech).

Figura 22. Analisis de transferencia de Western de las proteinas de fusion lexA y VP16-p65 expresadas tras la
induccion con galactosa en el vector pBiDi3HYlexA-VP16. Después de la transferencia, se detecto lexA-p65 con
el anticuerpo policlonal anti lexA (Invitrogen) y VP16-p65 con el anticuerpo policlonal anti VP16 (Clontech).
Figura 23. Interacciones de scFv anti p65-mondmero p65 en el sistema de IACT de levadura. Se transformaron
conjuntamente células de levadura L40 con el vector cebo lexA-p65 y/o cebo de lamina con anti p65 A1 o
fusiones anti p65 A2 - VP16 en el vector plinker220. Se cultivaron colonias de levadura en sus placas y se
puntuaron con respecto al ensayo de B-gal. El clon A2 presenta una interaccion positiva con el monémero p65,
lo que indica su especificidad con la proteina diana. Por el contrario, el clon A1 solamente fue capaz de
reconocer el dominio de unién a ADN lexA.

Figura 24. Microscopia de inmunofluorescencia del scFv anti p65 A2 transfectado de forma transitoria en células
HEK. Las células se hicieron reaccionar con el anticuerpo monoclonal marcador anti SV5 seguido de incubacién
con un anti-raton conjugado con anti-FITC (Vector).

Figura 25. Las células HEK2973T se transfectaron de forma transitoria con anti p65 A2 clonado en el vector
scFvex cyto-SV5. Se ensayaron lisados celulares con respecto a expresién de proteinas p65 y p50 (controles, c)
y analisis de inmunoprecipitacién con anti p65 A2 o un anticuerpo irrelevante.

Se detectd proteina p65 con anticuerpo policlonal anti p65 (carril superior) y anti p50 (carril inferior) (Santa Crutz).

Vectores

plinker220 (Figura 3).

El vector para la expresion de los scFv o una biblioteca de fragmentos scFv se disefié para contener un
polienlazador que puede usarse para clonar fragmentos de anticuerpo que contienen en sus extremos sitios de
restriccion Unicos idénticos a los presentes en el polienlazador. Para crear este vector, se cloné el polienlazador del
vector pDAN3 (Sblattero et al. 2000) en VP16* (Hollenberg et al. 1995). Para obtener este vector, se cortd el vector
VP16* con la enzima Ncol, se traté con Fosfatasa Intestinal de Ternero (CIP) y se purificd con una preparacién de
gel de agarosa al 0,75 %. Se amplificé el polienlazador pDAN3 (en el que se clond un scFv previamente) usando los
siguientes oligonucleoétidos:

oligonucleétido POLI INVERSO:

TCGATTTCCACCATGGCGCCGAAAAAAAAGAGAAAAGTGGCCCAGCCGAGCG
CGCATGCCGATATTGTG

oligonucledtido POLI DIRECTO:

TTCTTGGGTGCCATGGCGGAGCTCGAAACGCTAGCTGAGGAGACGGTGACCG
TGGT

El fragmento amplificado se digirié después con la enzima de restriccion Ncol y se purificé con gel de agarosa al 1,5
%. Los dos fragmentos se ligaron usando ADN ligasa T4. Para confirmar la orientacién perfecta del inserto y para
confirmar la clonacién, se secuencié el vector. El dominio de activacién de VP16 se modific6 después retirando
varios aminoacidos no esenciales. Para hacer esto, se usé el plinker200 como un molde y se amplific6 VP16 usando
los siguientes nucleétidos:

VP16-220 inverso: TCGAGCGGTACCGCTAGCGTTTCGAGCTCCGCCATGG
MIC-AD2 directo: CGGCCAGTGAATTCCTACTACCCACCGTACTCGTCAAT
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El fragmento que contiene el dominio de activacién de VP16 se digiri6 después usando las enzimas de restriccion
Nhel y EcoRI y se clon6 en el vector VP16 modificado, se corté de la misma manera, se traté con Fosfatasa
Intestinal de Ternero (CIP) y se purific6 con una preparacion de gel de agarosa al 0,75 %. Los dos fragmentos se
ligaron usando ADN ligasa T4. El vector resultante se denominé después plinker220.

pVP16/mv1 (Figura 3)

El vector de expresion de los scFv o una biblioteca de fragmentos scFv, pVP16/mv1, se disefié para contener un
polienlazador que pudiera usarse para clonar fragmentos de anticuerpo que contengan en sus extremos sitios de
restriccion Unicos idénticos a los presentes en el polienlazador. Las dos sefiales de localizacién nuclear se
desplazaron para permitir su expresién en tandem cadena abajo del scFv e inmediatamente cadena arriba del
dominio de activacion de VP16. Este desplazamiento produce un scFv sin impedimento estérico en su extremo 5,
aumentando de este modo la especificidad y el plegamiento del fragmento de anticuerpo fusionado con el dominio
de activacion de VP16 en su extremo 3. Se construyé pVP16/mv1 de la siguiente manera:

oligonucleétido MIC-AD1 inverso:
CAAACCGAAAAGCTTATGAGCGCGCATGCCGATATC

y una mezcla de oligonucleétidos VL de ratdn para la mezcla (Orlandi et al., 1992) se us6 para amplificar una cadena
ligera clonada en plinker220. MIC-AD1 inverso contiene el codon de transcripcion de inicio ATG y los sitios de
restriccion Hindlll y BssHIII, mientras que la mezcla de oligonucleétidos de raton VL para la mezcla contienen sitios
de restriccion Sall. El fragmento de ADN amplificado con estos nucleétidos se cortd usando las enzimas Hindlll y
Sall y se purificd con una preparacién de gel de agarosa al 1,5 %. El vector plinker220 se cort6 de la misma manera,
se traté con Fosfatasa Intestinal de Ternero (CIP) y se purificé con una preparacion de gel de agarosa al 0,75 %. Los
dos fragmentos se ligaron usando ADN ligas T4. El vector resultante se llamé después pMIC-AD1.

pMIC-AD1 se usé para preparar el vector pVP16/mv1 final. Se usaron los siguientes oligonucleotidos:

MIC-AD2 inverso

CAAACCGCTAGCGCACCCAAGAAGAAGCGGAAGGTCGCACCCAAGAAGAAG
CGGAAGGTCCCAGGTGTACCGAGCTCG.

Este nucleétido contiene dos secuencias de localizacién nuclear (NLS) y el sitio de restriccion Nhel.
MIC-AD2 directo:

CGGCCAGTGAATTCCTACTACCCACCGTACTCGTCAAT.
Este nucledtido contiene un sitio de restriccion EcoRl.

Se usaron los siguientes nucleétidos para amplificar el dominio de activacién de VP16 del vector plinker220 y para
afadir cadena arriba a partir de este las dos NLS codificadas en tandem. El fragmento de ADN resultante se corté
usando Nhel-EcoRl y se purificé con una preparacién de gel de agarosa al 1,5 %. El vector plinker220 se cort6 de la
misma manera, se traté con Fosfatasa Intestinal de Ternero (CIP) y se purificd con una preparacion de gel de
agarosa al 0,75 %. Los dos fragmentos se ligaron usando ADN ligasa de T4 para crear el vector pVP16/mv1.

pMIC-BD1 (Figura 7)

Los vectores de expresion pVP16/mv y pMIC-BD se disefiaron para cambiar selectivamente la resistencia para
expresion en E. coli. La introduccion de dos resistencias a antibidticos diferentes (ampicilina y cloranfenicol,
respectivamente) permite la retirada del plasmido cebo de las células cotransformadas con los dos plasmidos,
eliminando de esta manera la necesidad de una segregacion clasica en levadura clasica en levadura, que es muy
larga y costosa.

El vector para la expresion de antigeno en levadura se disefié para contener un marcador procariota seleccionable
por el antibiético cloranfenicol. El vector pMIC-BD1 se construyé de la siguiente manera: la secuencia que contenia
la regién que codificaba el dominio de unién de ADN lexA, la secuencia de parada de la transcripcién del gen ADH1
y una parte del gen de levadura TRP1 se aisl6 del vector pBTM116 (Bartel, Chien et al. 1993) digiriendo el plasmido
con Hindlll. El fragmento se purificd con gel de agarosa al 1,5 %. El vector de expresién usado como una cadena
principal, pBD-GAL4 Cam (Stratagene), también se corté usando Hindlll, se desfosforil6 con Fosfatasa Intestinal de
Ternero (CIP), se purificé con gel de agarosa al 0,75 % y se ligd con el fragmento lexA-ADHIt-TRP1 para crear el
pMIC-BD1. La orientacién correcta del inserto se confirmé por analisis de secuencia.
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pMIC-BD2 (Figura 7)

La proteina lexA clonada en pMIC-BD1 se cambi6 para anular la sefial de localizacion nuclear presente dentro de la
proteina.

ts -lexA GTT ACC GTT AAG CGC CTG AAA AAA CAG GGC AAT

V T V X R L XK K Q G N
mut-lexA GTT ACC GTT AAG GGC CTG GAA AAA CAG GGC AAT
V T V X G L E K Q G N

(Rhee et al., 2000).
Los codones CGC y AAA de la regién que codifica lexA se mutaron después de la siguiente manera:

oligonucledtido lexA-NLS inverso
AAGATGAAAGCGTTAACGGCCAGGCAACAAGAGGTG
que contiene el sitio de restriccion Hpal, y

lexA-NLS directo

AACGACAATTGGTTTAAACTCGCTATTTTCTGGCAACAGTTCGACTTTATTGC
CCTGTTTTTCCAGGCCCTTAACGGT

que contiene las dos mutaciones y los sitios de restriccion Pmel se usaron para amplificar una parte de lexA. El
fragmento de ADN amplificado con estos oligonucleétidos se corté con las enzimas Hpal y Pmel y se purificé con
una preparacion en gel de agarosa al 2 %. El vector pMIC-BD1 se cort6 de la misma manera, se traté con Fosfatasa
Intestinal de Ternero (CIP) y se purific6 con una preparaciéon en gel de agarosa al 0,75 %. Los dos fragmentos se
ligaron usando ADN ligasa T4. El vector resultante se llamo6 después pMIC-BD2.

pVP16mvi-lox y pVP16mv2-kan (Figura 5)

Como se describe en Sblattero D. et al 2000, se insertaron las siguientes secuencias de recombinacién en los
vectores pVP16mv1:

loxP511 ATA ACT TCG TAT AAT GTA TAC TAT ACG AAGTTAT
loxPWT ATA ACT TCG TAT AAT GTA TGC TAT ACG AAGTTAT

El polienlazador del vector se modifica de la siguiente manera:
enlazador loxP511

TCC GGA GGG TCG ACC ATA ACT TCG TAT AAT GTA TAC TAT ACG AAG TTA TCC TCG AGC GGT ACC
BspEl Sall ToxP511 Xhol KpNI

El primer sitio de lox (loxP511) se anade por desplazamiento de las cadenas variables VL y VH. Los cebadores para
desplazamiento de cadena variable fueron:

VH PTL lox inverso
GGA GGG TCG ACC ATA ACT TCG TAT AAT GTA TAC TAT ACG AAGTTA
TCCTCG AGCGGT A

VH PTMIC directo

CCAGGC CCAGCAGTGGGTTTGGGATTG GTT TGC CGC TA
VL PTL lox directo

ACC GCT CGA GGA TAA CTT CGT ATA GTA TAC ATT ATA CGA AGT TAT
GGT CGA CCC TCC

10
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VL PTMIC inverso
CGC TGG ATT GTT ATT ACT CGC AGC AAGCGG CGC GCATGC C

El segundo sitio lox (loxPWT) se afiade directamente en el vector pVP 16 en el extremo 3’ del dominio de activacion
de VP16. El gen VP16 se amplifica a partir de pVP16mv1 con los siguientes cebadores:

VP16loxPWT directo (cortando con BamHI)

CTA TCT ATC TAg gat ccA TAA CTT CGT ATA GCA TAC ATT ATA CGA AGT
TAT CCC ACC GTA CTC GTC AAT

VP16 inverso (cortando con Hindlll)
GGC TAAAGC TTATTT AGG TGA CAC TAT

Los productos de amplificacion se anaden directamente después como fragmentos Hind lll-Bam HI en los vectores
cortados con las mismas enzimas pVP16mv1 y pVP16mv1-kan. El gen kan + ColE1 se insertan en el vector pVP16*
como un producto de amplificacion amplificado por el plasmido pZero-2 (Invitrogen) y se clonan en los sitios Dralll y
AaTIl.

Kan Dralll inverso

Ccg atc gga cac CAG GTG CTG TCA GAA GAA CTC GTC AAG AAG GC

ColE1 AaTll directo

AA TGA AAT GCA TCG GGA CGT CCT TCC GCT TCC TCG CTC ACT GAC

Habiendo clonado colE1 y el gen para resistencia a kanamicina el vector se cambia como se ha descrito
previamente para obtener el vector pVP16mv2-kan.

La recombinacion de las cadenas variables tiene lugar in vivo en la célula de levadura. El gen de CRE, que codifica
recombinasa, se transcribe por el promotor inducible por Gall. pGal1-CRE puede ser un plasmido integrado en la
cepa de levadura o puede introducirse un vector episdbmico con resistencia a antibiéticos (neomicina) que expresa
CRE bajo el promotor Gall. CRE puede, por ejemplo, clonarse en un vector pESC (Stratagene) controlado por el
promotor Gall. En este vector, la resistencia a antibiéticos (G418, neomicina) puede clonarse para promover la
seleccién de este plasmido en la célula de levadura. El gen G418 se transcribe por el promotor Gal10, que es un
promotor bidireccional con respecto a Gal1. Ambos promotores se inducen en presencia de galactosa en un medio
de cultivo, permitiendo de este modo el control de la expresion de enzima recombinasa CRE.

Vector pBiDi3HY (Figura 18):

Para construir el vector pBiDi3HY se usaron 2 vectores. El vector pESC-TRP (Stratagene) se corté con Pvull para
aislar los promotores bidireccionales Gal1-Gal10. El vector pMIC-BD1 se corté con Sphl y ADN polimerasa |, el
fragmento Grande (Klenow) se us6 posteriormente para retirar los salientes 3’ para formar extremos romos. El vector
también se desfosforilé con fosfatas alcalina intestinal de ternero para impedir la recircularizacion del vector de
clonacion. La clonacién de Gal1-Gal10 digerido con Pvull en pMIC-BD1 cortado con Sphl y romo generé pBiDi3HY.

Vector pBiDi3HYlexA-VP16 (Figura 18):

El fragmento de ADN VP 16 se amplificé del vector VP16* (Hollenberg et al., 1995) y se cloné entre el BamHI/Apal
de plasmido pBiDi3HY.

El fragmento de ADN lexA se amplificé de pMIC-BD1 y se clon6 entre el EcoRI/Spel del vector pBiDi3HY-VP16. El
vector final pBiDiBHY-lexA-VP16 se secuencio y se verifico la expresion de las proteinas lexA y VP16 por andlisis de
transferencia de western de extracto en bruto de levadura después de induccién de promotores con galactosa al 20
% (véase Figura 23).

Vector pBiDi3HYlexAp65-VP16p65: el miembro de la familia de NF-kB/Rel proteina p65, se cloné como la proteina
de fusion C terminal con dominios lexA y VP16. El fragmento de ADN p65 se amplificé del plasmido pRSV NF-xB
relA (p65) y se clon6 en Spel para producir la proteina de fusion lexA-p65 y entre Apal/Sall para producir la proteina
de fusién VP16-p65. La expresion de ambas proteinas de fusion de p65 se verificd por analisis de transferencia de
western y secuencias (véase Figura 24).

Todos los clones se secuenciaron, usando el kit Epicentre Sequitherm Excel Il (Alsbyte, Mill Valley, CA), con un
secuenciador automatico Li-Cor 4000L (Lincoln, NE).
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Construccion de una biblioteca de un ratédn inmunizado (anti GFP) (Figura 8)

En el trabajo preparatorio que ha conducido a la presente invencion, dentro del desarrollo de la tecnologia IACT, se
han construido bibliotecas de anticuerpos a partir de los bazos de ratones inmunizados contra diversos antigenos de
interés, incluyendo la EGFP (proteina verde fluorescente) (Prasher et al., 1992), la proteina humana AB1-42 y otros
antigenos. La seleccion de estas bibliotecas contra los antigenos inmunizados no constituye un aspecto nuevo pero
se menciona ya que introduce el resultado inesperado descrito en el siguiente parrafo.

La proteina EGFP se expresé en E. coli y se purifico de acuerdo con un protocolo convencional desarrollado por
(Baird et al., 1999). Después, la EGFP se conjugd con BSA (albumina de suero bovino) para aumentar su
inmunogenicidad en la medida en que GFP es una proteina muy compacta. Se usaron 0,7 mg de la proteina
purificada (tanto GFP nativa como conjugada) para la inmunizacion inicial de tres ratones. Los refuerzos posteriores
contenian 1,0-1,7 mg de la proteina purificada (~200-500 pg de proteina purificada por ratén).

Después de aproximadamente 2 meses, los sueros de los ratones inmunizados se analizaron por ELISA. Los
resultados mostraron que los ratones presentaban un alto titulo de anticuerpos contra GFP (se pueden encontrar
anticuerpos anti GFP especificos en sueros analizados también a mayores diluciones, es decir 1:10000). Los bazos
se extrajeron después y se usaron para la extracciéon de ARN.

Las regiones variables de inmunoglobulina se amplificaron usando PCR de regién V (Orlandi et al., 1992), con los
siguientes cebadores (Tabla I):

Tabla I. Panel de cebadores degenerados usados para la construccion de bibliotecas SPLINT
VH de ratéon INVERSO:

TTA TCC TCG AGC GGT ACC GAK GTRMAG CTIT CAG GAG TC HB1
TTA TCC TCG AGC GGT ACC GAG GTB CAGCTB CAG CAGTC HB2
TTA TCC TCG AGC GGT ACC CAG GTGCAG CTG AAGSASTC HB3
TTA TCC TCG AGC GGT ACC GAG GTC CAR CTG CAA CARTC HB4
TTA TCC TCG AGC GGT ACC CAG GTY CAG CTB CAG CARTC HBS
TTA TCC TCG AGC GGT ACC CAG GTY CAR CTG CAG CAGTC HB6
TTA TCC TCG AGC GGT ACC CAG GTC CAC GTG AAG CAG HB7
TTA TCC TCG AGC GGT ACC GAG GTGAASSTGGTG GAAT HBS
TTA TCC TCG AGC GGT ACC GAV GTG AWG YTG GTG GAG TC HB9
TTA TCC TCG AGC GGT ACC GAG GTG CAG SKG GTG GAG TC HBI10
TTA TCC TCG AGC GGT ACC GAK GTG CAM CTG GTG GAG TC HBI11
TTA TCC TCG AGC GGT ACC GAG GTG AAG CTG ATG GAR TC HBI12
TTA TCC TCG AGC GGT ACC GAG GTG CAR CTT GTT GAGTC HBI13
TTA TCC TCG AGC GGT ACC GAR GTR AAG CTT CTC GAGTC HBI14
TTA TCC TCG AGC GGT ACC GAA GTG AAR STT GAG GAGTC HBIS5
TTA TCC TCG AGC GGT ACC CAG GTT ACT CTR AAA GWG TST G HB16
TTA TCC TCG AGC GGT ACC CAG GTC CAA CTV CAG CAR CC HB17
TTA TCC TCG AGC GGT ACC GAT GTG AACTTG GAA GTGTC HBIS
TTA TCC TCG AGC GGT ACC GAG GTG AAG GTC ATC GAG TC HBI19
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VH de ratéon DIRECTO:
GAT TGG TTT GCC GCT AGC TGA GGA GAC GGT GAC CGT GGT HF1

GAT TGG TTT GCC GCT AGC TGA GGA GAC TGT GAG AGT GGT HF2
GAT TGG TTT GCC GCT AGC TGC AGA GAC AGT GAC CAG AGT HF3

GAT TGG TTT GCC GCT AGC TGA GGA GAC GGT GAC TGA GGT HF4

VL de raton INVERSO:
AGC AAG CGG CGC GCA TGC CGA YAT CCA GCT GAC TCA GCC LB1

AGC AAG CGG CGC GCATGC CGA YAT TGT TCT CWC CCA GTC 1B2
AGC AAG CGG CGC GCATGC CGA YAT TKT GMT VAC TCA GTC LB3
AGC AAG CGG CGC GCA TGC CGA YAT TGT GYT RAC ACA GTC LB4
AGC AAG CGG CGC GCATGC CGAYAT TGT RAT GACMCA GTIC 1LB5
AGC AAG CGG CGC GCA TGC CGA YAT TMA GAT RAM CCA GTC LB6
AGC AAG CGG CGC GCA TGC CGAYAT TCA GAT GAY DCA GTC LB7
AGCAAGCGGCGCGCATGC CGAYATYCA GATGACACAGA LBS8
AGC AAG CGG CGC GCATGC CGA YAT TGT TCT CAW CCA GTC LBS
AGC AAG CGG CGC GCATGC CGA YAT TGW GCT SAC CCA ATC LBI10
AGC AAG CGG CGC GCA TGC CGA YAT TST RAT GAC CCARTC 1Bl11
AGC AAG CGG CGC GCA TGC CGA YRT TKT GAT GAC CCARAC LBI12
AGC AAG CGG CGC GCA TGC CGA YAT TGT GAT GAC BCA GKC LBI13
AGC AAG CGG CGC GCATGC CGA YAT TGT GAT AAC YCA GGA LB14
AGC AAG CGG CGC GCA TGC CGA YAT TGT GAT GAC CCA GWT 1LBIS
AGC AAG CGG CGC GCA TGC CGA YAT TGT GAT GAC ACA ACC LBIi6
AGC AAG CGG CGC GCA TGC CGA CAG GCT GTT GTG ACT CAG GAATC LBL

VL de raton DIRECTO:
GAA GTT ATG GTC GACCCT CCG GAACGT TTK ATT TCC AGC TTG G LF1/2

GAA GTT ATG GTC GAC CCT CCG GAACGT TTIT ATT TCC AACTITG LF4
GAA GTT ATG GTC GAC CCT CCG GAA CGT TTC AGC TCC AGC TTG G LF5
GAA GTT ATG GTC GAC CCT CCG GAA CCT AGG ACA GTC AGT TTGGLFL

Para crear una biblioteca que sea tan representativa como sea posible, se realizaron amplificaciones individuales
usando cada oligonucleétido descrito anteriormente segun los siguientes esquemas:

13



ES 2526612713

vd4H

€4H

Z¢4H

Ld4H

6laH

8laH

ZlaH

olgH

SlaH

vigH

€laH

claH

LgH

olgH

6dH

8dH

L9H

9dH

gdH

ydH

€dH

¢dH

LaH

14



ES 2526612713

141

S4H

v4H

€4H

X | X [X [X

X | X [X [X

X | X [X [X

X | X [X [X

X | X [X [X

X | X [X [X

X | X [X [X

X | X [X [X

X | X [X [X

X | X [X [X

X | X [X [X

X | X [X [X

X | X [X [X

X | X [X [X

X | X [X [X

X | X [X [X

2/ dn

g7

algi

siai

yigl

192=4

421

251!

oLgi

6d1

8d1

JASH

9d1

adn

145l

€dn

cdn

2=1

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2526612713

Este procedimiento permite la verificacién de la calidad de la biblioteca, sin tener que introducir una prevalencia de
regiones variables determinadas que se amplifican méas facilimente que otras. En este caso especifico, se llevan a
cabo 141 amplificaciones individuales, comenzando desde el ADNc obtenido del ARN total extraido del bazo de
raton inmunizado. Las condiciones usadas para amplificar las cadenas variables fueron:

ADNc 0,5 4; H20 30,5 4; tampdn de PCR 10X 5 gl; ANTP 2,5 mM cada uno 5 gl; MgCl> 25 mM 3 4; Oligo1 (10
pmol)/d) 2,5 4; Oligo 2 (10 pmol/u); se mezclan 2,5 4l de Taq polimerasa 1 .

Se afade aceite mineral (50-100 ) para impedir la evaporacion en el tubo de ensayo que contiene la mezcla de
reaccion. El tubo se coloca después en un termociclador programado de la siguiente manera: 94 °C -5’, (94 °C -1’ 60
°C -1’ 72 °C-1’) durante 30 ciclos; 72 °C -10’; 4 °C -24 h.

Después de haberse amplificado las regiones variables, estas se analizan en un gel de agarosa al 1,5 % y se
cuantifican. Después, para la clonacién, se usa la misma cantidad de ADN para cada uno de los productos
amplificados. Se usa después de un total de 10 xg de una cadena variable para cada clonacion

Se crea una biblioteca de VL inicial.
Las cadenas ligeras se procesan de la siguiente manera:
Mezcla de ADN de VL 10 ug; BssHII (NEB 20 U/ul) 1,5 l; Tampdn 3 (NEB) 10 4; H20 Q.S. (V final =100 ).

La mezcla de reaccién se incuba a 50 °C durante 8 h. La cadena digerida se purifica después con gel al 1,5 %
usando un kit de purificacion (kit de extraccion en Gel, Qiagen). El ADN purificado se digiere después usando la
enzima Sall segun el siguiente esquema: mezcla de ADN VL BssHIl 100 g; Sall (NEB 20 U/ul) 1,5 4; Tampoén Sal
(NEB) 2 4; H20 78,5 4.

La mezcla de reaccioén se incuba a 37 °C durante 8 h. Las cadenas digeridas se purifican después con un gel al 1,5
% usando un kit de purificacién (kit de extraccion en Gel, Qiagen). Después de purificacion, el ADN se cuantifica en
gel de agarosa al 1,5 % y se analiza con espectrofotometria a una longitud de onda de 260 nm.

Se cortan 10 ug del vector pVP16/mv1 de la misma manera: ADN de pVP16/mv1 10 ug; BssHII (NEB 20 U/g) 1,5 u;
Tampoén 3 (NEB) 10 4; H20 Q.S. (V final =100 ).

La mezcla de reaccién se incuba a 50 °C durante 8 h. Las cadenas digeridas se purifican después con gel al 0,75 %
usando un kit de purificacion (kit de extraccion en Gel, Qiagen). El ADN purificado se digiere después usando la
enzima Sall segun el siguiente esquema: pVP16/mv1 BssHII 100 g; Sall (NEB 20 U/ul) 1,5 zd; Tampén Sal (NEB) 20
u; H20 78,5 .

La mezcla de reaccion se incuba a 37 °C durante 8 h. El vector digerido se desfosforila con Fosfatasa Intestinal de
Ternero (CIF) y se purifica con gel de agarosa al 0,75 %. Después de la purificacion, el ADN se cuantifica en gel de
agarosa al 0,75 % y se analiza con espectrofotometria a una longitud de onda de 260 nm. Después se ensaya
pVP16/mv1 (BssHII-Sall-CIP) en E. coli para verificar la digestion total y desfosforilacion por electroporacién de una
cantidad conocida de ADN digerido incubado durante una noche con ligasa o solamente en H>O. Después de
haberse verificado el fondo del vector de una digestion parcial del vector o su nuevo ligamiento (el fondo debe ser
igual a o tan cerca como sea posible de 0), se liga después pVP16/mv1 (BssHII-Sall-CIP) con las regiones variables
ligeras purificadas en una proporcion de inserto: vector=5:1.

Se usan aproximadamente 6 pg del vector en la mezcla de ligasa. La reaccion de ligasa se deja después durante
una noche a 16 °C, después se inactiva la ligasa durante 10 minutos a 70 °C, la mezcla de ligasa se purifica después
de la siguiente manera: 1 etapa de purificacién con fenol (1:1); 1 etapa de purificacion con fenol-cloroformo (1:1); 1
etapa de purificacion con precipitacion de ADN con cloroformo-isoamilo (25:24:1) con 3 volimenes de acetato
sodico/etanol (soluciéon de 1 ml de NaAc pH 5,2 + 27,5 ml de EtOH). Se lava el ADN precipitado con 200 ul de EtOH
al 70 %. Después, el sedimento de ADN se suspende de nuevo en 20-30 pl de H>O destilada.

Después se usan 10-40 ng de la ligasa purificada para cada electroporacion. Después DH5aF’ o TG1 se hace
electrocompetente con el siguiente método (Engberg et al., 1996) se inoculan aproximadamente 3-4 colonias de E.
colien 100 ml de 2YT y se cultivan a 37 ¢ C hasta una D.O. de 0,8-1. Se llenan dos tubos falcon de 50 ml y se dejan
en hielo durante aproximadamente 10 minutos. A continuacion, todas las etapas se llevan a cabo en la cdmara
frigorifica a 4 °C. Los tubos se centrifugan durante 8 minutos a 3500 rpm a 4 °C. Se retira el sobrenadante. Cada
sedimento se suspende de nuevo en 2 ml de tampén de glicerol helado al 10 % (glicerol estéril al 10 % en HO
estéril destilada). Las bacterias resuspendidas se llevan después a un volumen de 50 ml en un tampdn de glicerol.
Los tubos se centrifugan durante 8 minutos a 3500 rpm a 4 °C. Se elimina el sobrenadante. Los sedimentos se
suspenden de nuevo en 2 ml de tampédn de glicerol helado al 10 % y se transfieren a un tubo falcon. Las bacterias se
llevan después a un volumen de 50 ml en un tampén de glicerol. Se realizan dos lavados adicionales segun el
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esquema descrito de los puntos 6 a 8. Finalmente, el sedimento final se suspende de nuevo en 1 mly se lleva a 3 ml
en tampodn de glicerol al 10 %. Los tubos se centrifugan durante 8 minutos a 3500 rpm a 4 °C. Se retira el
sobrenadante. El sedimento final se suspende de nuevo en 125 pul de tampédn de glicerol al 10 %. Las bacterias se
dividen después en alicuotas (30 ul por tubo) en tubos Eppendorf de 0,5 ml y se conservan durante
aproximadamente 1 mes a -80 °C.

El electroporador se ajusta a 1800 V y las células electrocompetentes, junto con las cubetas, se sitdan en hielo y se
enfrian durante aproximadamente 10-15 minutos.

Para cada electroporacion, se usan 30 pl de bacterias mas 1 ul de mezcla de ligasa (10-40 ng de ADN). Después de
la transformacién, las bacterias vuelven a suspenderse en 1 ml de medio SOC + MgCl> 10 mM y se incuban durante
1 h a 37 °C. Las bacterias se siembran después en placas LB + ampicilina. Al dia siguiente, se evalla la eficacia de
la transformacion. Para controlar la diversidad de la biblioteca de VL, se toman muestras de 100 colonias
aleatoriamente de la placa y se analizan por identificacion de la huella genética por PCR usando la enzima de
restriccion BstNI. Después de confirmarse la diversidad, las bacterias se recogen de la placa y se congelan a -80 °C
en glicerol al 20 %.

El ensamblaje de las cadenas VH con las cadenas VL se realiza directamente en la biblioteca de VL. Se retiran
aproximadamente 10 ul de glicerolato de la biblioteca de VL y se inoculan en 50 ml de LB + Amp durante una noche.
Al dia siguiente, se prepara el ADN para clonacion de la cadena VH. Las cadenas variables pesadas se procesan de
la siguiente manera: mezcla de ADN de VH 10 ug; Xhol (NEB 20 U/u) 1,5 g; Nhel (NEB 20 U/g) 1,5 ul; Tamp6n 2
(NEB)10 u; BSA (10 mg/ml) 1 4l; H2O Q.S. (V final =100 ). La mezcla de reaccion se incuba a 37 °C durante 8
horas. Las cadenas digeridas se purifican después con un gel al 1,5 % usando un kit de purificaciéon (kit de
extraccion en Gel, Qiagen). Después de la purificacion, el ADN se cuantifica en gel de agarosa al 1,5 % y se analiza
con espectrofotometria a una longitud de onda de 260 nm.

Se cortan 10 4 de la biblioteca de VL de la misma manera: mezcla de ADN de VH 10 xg; Xhol (NEB 20 U/u) 1,5 ;
Nhel (NEB 20 U/gl) 1,5 ; Tampon 2 (NEB) 10 1; BSA (10 mg/ml) 1 4; H,O Q.S. (V final=100 ). La mezcla de
reaccion se incuba a 37 °C durante 8 h. El vector digerido se desfosforila con Fosfatasa Intestinal de Ternero (CIF) y
se purifica con gel de agarosa al 0,75 %. Después de la purificacion, el ADN se cuantifica en gel de agarosa al 0,75
% y se analiza con espectrofotometria a una longitud de onda de 260 nm. Después se ensaya la biblioteca de VL
(Xhol-Nhel-CIP) en E. coli para verificar la digestion total y la desfosforilacion por electroporacién de una cantidad
conocida de ADN digerido incubado durante una noche con ligasas o solamente en HxO. Después se verifica el
fondo del vector de una digestion parcial del vector (el fondo debe ser igual a o tan cercas como sea posible de 0), la
biblioteca se liga después con las regiones variables pesadas purificadas en una proporcién de inserto: vector=5:1.

A continuacién, se continta el procedimiento como se ha descrito anteriormente por la preparacion de la biblioteca
de VL. Una buena biblioteca deberia tener aproximadamente 10°-10” scFv diferentes/ug del ADN usado. La
biblioteca del vector pVP16/mv1 se ensaya después con cebo de GFP (antigeno inmunizador).

El cebo de GFP se amplifica a partir de pEGFP-N1. Los cebadores de amplificacion del gen de GFP fueron: GFP
con sentido: CCG GTC GAA TTC ATG GTG AGC AAG GGC GAG GAG y GFP antisentido: TGA TCT GGA TCC
GCG GCC GCT TTA AGT GAT CCC GGC. Ya que los experimentos previos han mostrado que GFP solo era capaz
de transactivar la transcripcion de los genes indicadores en el sistema de levadura, se us6 un mutante de la delecién
de GFP para este experimento. La bibliografia indica que la retirada de los ultimos 8 aminoacidos del GFP mantiene
la actividad fluorescente de la proteina y su conformacién sin cambios (Siegel y Isacoff, 1997).

El fragmento de ADN amplificado con estos oligonucleétidos se corté después con las enzimas EcoRl y BamHI y se
purificé con una preparacion en gel de agarosa al 1,5 %. El vector pmIC-BD1 se corté de la misma manera, se traté
con Fosfatasa Intestinal de Ternero (CIP) y se purificé con una preparacién de gel de agarosa al 0,75 %. Los dos
fragmentos se ligaron usando ADN ligasa T4.

Para verificar la transactivacién de la GFP cebo, se ensayé la autoactivacion de la transcripcion del gen indicador
segun las etapas de transformacién mostradas a continuacion:

cebo Presa Medio de seleccion de YC|Fenotipo de HIS3|Fenotipo de LacZ
LexA-GFP -W / blanco
LexA-GFP -WHUK /

LexA-GFP[VP16/mv1|-WL blanco
LexA-GFP [VP16/mv1|-WHULK /
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Habiendo confirmado la ausencia de transactivacion de la GFP cebo y su buena expresion en la cepa de levadura
(un extracto de levadura transformado con GFP cebo se ensaya por analisis de transferencia de western usando un
anticuerpo primario que reconoce la proteina lexA), se realiza seleccion de la biblioteca en células de levadura. Se
transforma L40 que expresa GFP cebo con 100 pg de biblioteca de scFv anti GFP segun el protocolo descrito a
continuacion:

Dia 1: inoculacion de L40 que contiene cebo GFP en 5 ml de YC-UW durante una noche;

Dia 2: inoculacion de 100 ml de YC-UW con una alicuota del cultivo de una noche para tener una diluciéon que
permita alcanzar la fase de crecimiento algoritmico al dia siguiente;

Dia 3: el cultivo de una noche se transfiere en 11 de YPAD calentados para obtener un cultivo con una DO 600=
0,3; la levadura se cultiva a 30 °C durante 3 horas, las células se centrifugan a 1500 rpm durante 5 minutos a
temperatura ambiente; el sedimento de levadura se lava con 500 ml de TE 1 x y después se centrifuga a 1500
rpm durante 5 minutos a temperatura ambiente; el sedimento vuelve a suspenderse en 20 ml de LIAC 1 x, TE 0,5
X y se transfiere a un matraz nuevo; se afaden 10 pg de biblioteca de scFv anti GFP y 1 ml de esperma de
salmén desnaturalizado; se mezclan 140 ml de LiAc 1 x, PEG 3350 40 %, TE 1 x; y se incuban en un agitador a
baja velocidad durante 30 minutos a 30 °C; se afiaden 17,6 ml de DMSO y se mezcla. Se realiza choque térmico
durante 10 minutos a 42 °C con agitaciéon ocasional. El producto se enfria rapidamente afiadiendo 400 ml de
YPA. La levadura se sedimenta por centrifugacién y se lava una vez con 500 ml de YPA. Después de la
centrifugacion, el sedimento vuelve a suspenderse en 11 de YPAD precalentados a 30 °C. El producto se incuba
durante 1 hora a 30 °C; se aisla 1 ml del cultivo y el sedimento obtenido por centrifugacion de este ml se
suspende de nuevo en 1 ml de YC-UWL. Para calcular la eficacia de la transformacién se siembran diluciones de
1:10, 1:100 y 1:1000 en placas YC-UWL. El sedimento obtenido del cultivo restante se lava dos veces con YC-
WHULK. El sedimento final vuelve a suspenderse en 10 ml de YC-WHULK. Las alicuotas se siembran en placas
de YC-WHULK y después de 3-4 dias las colonias que se han cultivado se analizan para determinar la
interaccion.

Se analizaron 96 colonias cultivadas en YC-WHULK y que daban resultado azul en el ensayo de beta-GAL por
analisis de identificacién de la huella genética por PCR usando la enzima de restriccion BstNI. El analisis de los
patrones de digestion y las secuencias de scFv aisladas de las colonias HIS+lacZ+ permiten el aislamiento de
aproximadamente una docena de scFv diferentes que reconocen el cebo (ademas también para una segunda
cribado en células de levadura, se transforma el mismo cebo que expresa GFP con scFv aislado en L40) para cada
seleccién. Después se clonaron los scFv aislados en un vector de expresion de scFv (Persic, Righi et al. 1997) para
expresion en células de mamifero y simultaneamente en pUC119CAT para expresion y produccion de la proteina en
E. coli. Se analizé la afinidad de unién de las proteinas purificadas con la columna de afinidad usando resonancia de
plasmoén superficial. En promedio, los scFv aislados con IACT tienen una constante de afinidad de 100-500 nM. Los
scFv expresados in vivo en células de mamifero (COS, CHO, PC 12, C6, etc.) se unen con la proteina diana y en la
mayoria de los casos consiguen desalojarla de su ambiente de expresion celular si se expresan con senales de
localizacién que difieren de las de la expresion del antigeno. Ademas, pueden encontrarse scFv neutralizantes que
inhiban la funcién del antigeno o el antigeno puede neutralizarse llevandolo a otro compartimento celular usando la
unioén especifica de Ag-Ab.

Los resultados de esta seleccion demuestran que el enriquecimiento obtenido por inmunizacion permite la
construccion de la biblioteca con un tamafo adecuado para transformacién de levaduras y con una diversidad
suficientemente amplia para asegurar el aislamiento de un panel de numerosos anticuerpos contra la proteina
inmunizadora.

Se han obtenido resultados similares con una biblioteca creada a partir de los bazos de ratones inmunizados contra
proteina AR 1-42, una proteina humana, de la que han derivado numerosos anticuerpos contra la proteina
inmunizadora (véase tabla 2).

En este punto, surgié un resultado sorprendente y completamente inesperado del cribado de las bibliotecas
derivadas de bazo hiperinmunitarias con cebo construido a partir de proteinas no relevantes para la inmunizacién.

Seleccion de una biblioteca de SPLINT hiperinmunitaria contra antigenos diferentes de los usados para la
inmunizacion

Las bibliotecas obtenidas de bazos de ratones inmunizados (ratones inmunizados con GFP), como se describe en el
parrafo anterior, se cribaron contra la proteina She (una proteina que regula el crecimiento, la apoptosis y la
esperanza de vida celular) y AB1-42 humana (la acumulacion del componente altamente amiloidogénico ligada a la
patogénesis de la enfermedad de Alzheimer).

Se cloné un dominio funcional de la proteina Shc (CH2-Shc) y la AB1-42 en el vector pMIC-BD1 y se expresé en
levadura para controlar la capacidad de los dos antigenos para transactivar los genes indicadores.
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Construccion de los cebos:

CH2-Shc/MIC-BD1: el fragmento de ADN CH2-Shc se amplificé por PCR de pGEX4T1p66Shc y se cloné entre los
sitios de restriccion EcoRI/BamHI del plasmido pMIC-BD1.

AB 1-42/MIC-BD1: el fragmento de ADN del dominio beta amiloide 1-42 se sintetizé por cebadores que hibridaban y
después se clonaban en sitios de restriccion BamHI/Pstl del plasmido pMIC-BD1.

El vector pMIC-BD se construyd para usarlo n una cepa de levadura que mantenia los genes indicadores bajo el
control del sitio operador para la proteina lexA. Esta vector también permite una rapida extraccién de clones
positivos, después de la verificacion de una interacciéon anticuerpo-antigeno en un sistema de dos hibridos que usa
como un vector que contiene el dominio de activacion un plasmido resistente a ampicilina por que utiliza
cloranfenicol como el marcador fenotipico en E. coli. Todos los antigenos se ensayaron in vivo como se ha descrito
en otra parte (Visintin y Cattaneo 2001) (Visintin, Tse et al. 1999) y la expresién de las proteinas de fusion se ensayo
después de extraerse las proteinas de la cepa de levadura transformada. Se descubrié que todos los antigenos se
expresaban en cantidades optimas en la levadura y que no transactivaban los genes indicadores (HIS3 y lacZ).

Como antigeno para el cribado de biblioteca se seleccioné a CH2-Shc. La eficacia de la transformacién de la
biblioteca fue de aproximadamente 2,5 x 10* clones/ug de ADN. Inesperadamente, también se obtuvieron cientos de
colonias positivas (Tabla Ill) tras sembrarse la biblioteca en placas después del primer dia de transformacion (véase
protocolo en Visintin y Cattaneo 2001). El protocolo usado aqui fue el mismo que el descrito anteriormente (véase
Construccién de la biblioteca de un ratén inmunizado anti GFP).

Después de aproximadamente 15 minutos, las colonias se volvieron azules en el ensayo de X-Gal, un indicio de que
las interacciones observadas eran bastante fuertes. Se aislaron veinte colonias azules y se aislaron rédpidamente los
plasmidos que contenian los fragmentos scFv para analizar después de extraccién de ADN total de la levadura y se
transformaron en E. coli. El andlisis por identificacion de PCR-BstNI y una segunda identificacion de dos h hibridos
produjo los siguientes resultados (Figura 9): 19 scFv, 9 clases de scFv diferentes. De las 9 clases de scFv, 8 dieron
resultados especificos contra CH2-Shc y no contra un antigeno irrelevante (laminina) usado para el cribado. De
forma similar, en una seleccién distinta de una biblioteca derivada de un bazo hiperinmunitario para un antigeno no
relacionado, y expuesto al cebo AP 1-42, se aislé un gran nimero de dominios de anticuerpo diferentes contra la
proteina AB 1-42 (datos no mostrados, tabla IlI).

Tabla lll. Seleccion de ICAb con diferentes especificidades de antigeno.

Antigeno  ufc/ug de ADN SPLINT N2 de clones rescatados Ne de clones His3"-lacZ* N¢ de clones
en L40 His3*-lacZ* analizados positivos

CH2-Shc 2,4e10° 430 20

SH2-Shc  3,7e10° 189 20 5

K-RAS  4,4e10° 27 27 2

Syk 1,4e10° 3000 10 6

UTB34  3e10’ 300 96 3

LTp4 2,1e10° 123 123 13

Gefiina  2,6e10° 5824 50 5

TFIl-I 1,29e10° 1000 96 4

AB1-42  1,2e10° 900 66 6

ORFX5  6,8e10° 34 34 6

SARK-

CoV

Estos resultados se obtuvieron en tan solo 1 mes desde el comienzo de la clonacién del cebo (controles de vector y
re-cribado incluidos) y demostraron la rapidez y precision del sistema al obtener anticuerpos contra cualquier
proteina de interés. Los anticuerpos se clonaron después en un vector de fagémido para producir scFv soluble para
los ensayos de especificidad in vitro ELISA y resonancia de plasmon superficial.

La conclusion es que aunque las bibliotecas de seleccion eran hiperinmunitarias para los antigenos inmunizadores
respectivos (y contenian numerosos anticuerpos contra las proteinas inmunizadoras, como se ha demostrado en el
parrafo anterior), también representan una fuente 6ptima de anticuerpos intracelulares contra proteinas genéricas.
Por lo tanto, representan bibliotecas de SPLINT y demuestran que las bibliotecas derivadas del bazo tienen
propiedades inesperadas requeridas para bibliotecas SPLINT, es decir un tamafio adecuado para la transformacién
de células de levadura, aunque con una diversidad suficientemente amplia para permitir el aislamiento de
anticuerpos contra antigenos genéricos.
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El resultado inesperadamente positivo obtenido de una biblioteca hiperinmunitaria, que deberia enriquecerse
solamente con respecto a anticuerpos contra antigenos inmunizadores, establecid la base para el experimento
descrito posteriormente, es decir la construccion de una biblioteca SPLINT a partir de un grupo de bazos de raton
que no estaban inmunizados expresamente.

Biblioteca SPLINT de linfocitos de raton no inmunitarios (Fig. 2)

Construccion de biblioteca SPLINT

El bazo es rico en linfocitos B y es un tejido 6ptimo del que pueden extraerse con relativa facilidad linfocitos sin
necesidad de purificarlos por métodos largos y laboriosos. Se lavaron y limpiaron bazos de ratéon (extirpados de
ratones de 3-6 meses de vida, recién sacrificados) en PBS vy los linfocitos se liberaron presionando el bazo con una
aguja hipodérmica y una espatula estéril. La suspension celular se transfiri6 después a un tubo estéril y se dejo
reposar durante 5 minutos. Después se retir6 el sobrenadante y las células se lavaron dos veces en PBS y H>O para
retirar los glébulos rojos. Las células se usaron inmediatamente para extraccién de ARN total. El ARN total se extrajo
usando un kit (Kit Rneasy Mini, Qiagen) segun el protocolo del fabricante. Después de la extraccién, se cuantificé el
ARN (aproximadamente 30 ug de 10 mg de tejido original) y se usé para sintesis de ADNc usando cebadores
aleatorios (GIBCO Brl). La sintesis del ADN complementario a filamentos de ARN individuales se obtuvo usando la
enzima Transcriptasa Inversa Rnasa H Superscript || (GIBCO Brl).

Se usb el siguiente protocolo para la produccién de ADNc: cebadores aleatorios (3 ug/ul); 1 ul (100 ug); ARN total 5
ul; mezcla de dNTP (dATP, dGTP, dCTP, dTTP 10 mM cada uno a pH fisiolégico) 1 ul; HoO DEPC 5 pl. La mezcla
se calienta a 65 °C durante 5 minutos, después se enfria rapidamente en hielo. El contenido del tubo se recoge
después de una centrifugacién breve y se afade tampédn de primera cadena 5 x 4 ul, DTT 0,1 M 2 ul. El contenido
del tubo se mezcla y después se incuba durante 2 minutos a 42 °C, después de lo cual se afiade 1 ul (200 U) de
Superscript Il y se incuba durante 50 minutos a 42 °C. La reaccion se inactiva a 70 °C durante 15 minutos. Se afade
1 ul (2 U) de RNasaH para retirar el ARN residual unido al ADN formado y se deja durante 20 minutos a 37 °C. El
ADNCc puede usarse después para amplificar las cadenas variables.

Para obtener ADNc de las regiones variables de inmunoglobulina, se amplificaron las regiones V por PCR usando
cebadores 5’ y 3’ degenerados (Tabla 1) que permiten la amplificacion de una gran cantidad de cadenas variables.

Los cebadores de amplificacién de las cadenas variables son idénticos a los descritos en la seccién de Construccion
de una biblioteca de un ratén inmunizado anti GFP.

Se realizé un total de 141 amplificaciones para tener la seguridad de que se expresaba un gran numero de familias
de anticuerpos en la biblioteca final. Las amplificaciones de cadena de anticuerpo individual se muestran en la
Figura 10.

Después de haberse amplificado todas las regiones variables VL y VH del ADNc, se volvieron a amplificar para
aumentar la cantidad de ADN para clonacién y para afadir sitios extra a cada extremo de la regién variable
previamente amplificada con los cebadores degenerados. Después de haber sometido a desplazamiento las
cadenas variables (PTVL y PTVH), los productos amplificados se purifican con geles (véase Figura 11). Después de
la purificacion, se usan la PTVL y la PTVH para ensamblaje in vitro. El desplazamiento se usa para insertar una
cadena polipeptidica pequefa (denominada enlazador) que, después del ensamblaje in vitro, es a su vez necesaria
para reconstruir la secuencia monocateneria (Figura 12). El ensamblaje se realizé en una sola etapa en lugar de en
dos etapas como se describe en la seccion de clonacion de biblioteca anti GFP y que se observé un problema en la
clonacion secuencial de las cadenas variables en el vector VP16mv. Una posible explicacion de esto es la escasa
capacidad de transformacién del vector pLinker220 en E. coli y la posible amplificacién parcial de varias familias de
cadenas variables que hacen la clonacion en este vector particularmente dificil.

Los cebadores usados para el desplazamiento fueron:

VH PTL 220 INVERSO

GGA GGG TCG ACC AGC GGT TCT GGG AAA CCA GGT TCC GGT GAA GGC
TCG AGC GGTA
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VH PTMIC DIRECTO

CCA GGC CCA GCA GTG GGT TTG GGA TTG GTT TGC CGC TA

VL PTL 220 FOR _
ACC GCT CGA GCC TTC ACC GGA ACC TGG TTT CCC AGA ACC GCT GGT

CGA CCCTCC

VL PTMIC INVERSO
CGC TGG ATT GTT ATT ACT CGC AGC AAG CGG CGC GCATGC C

El protocolo de desplazamiento fue: VL 5 4 (~100 ng); VL PTL 220 DIRECTO 5 4; VL PTMIC INVERSO 5 u; MgCl2
2 4; dNTP 10 4; tampo6n 10X 10 4; Taq polimerasa 2 u; H20O 61 u; VH 5 4 (~100 ng); VH PTL 220 INVERSO 5 u;
VH PTMIC DIRECTO 5 ul; MgClz 2 wl; dNTP 10 mud; tampén 10X 10 y; Taq polimerasa 2 u; H-O 61 4.

Se afade aceite mineral (50-100 ) para impedir la evaporacion en el tubo de ensayo que contiene la mezcla de
reaccion. El tubo se coloca después en un termociclador programado de la siguiente manera: 94 °C -5’; (94 °C -30”,
60 °C -30”, 72 °C -30”) durante 20 ciclos; 72 °C -10’; 4 °C -24 h. Después de aislarse la banda de desplazamiento
para el VH y VL, las cadenas se purifican con gel y se usan los productos amplificados para ensamblaje in vitro. En
total, se usan aproximadamente 200 ng de ADN para la reaccion (100 ng de PTVL y 100 ng de PTVH).

Los cebadores de reaccién de reacciéon de ensamblaje son:

VH PT2 DIRECTO

TGG TGA TGG TGA GTA CTA TCC AGG CCC AGC AGT GGG TTT G
VL PT2 INVERSO

TAC CTATTG CCT ACG GCA GCC GCT GGATTG TTATTACTC

La reaccién es: PTVL 100 ng; PTVH 100 ng; VL PT2 BACK (100 mM) 0,5 ul; VH PT2 DIRECTO (100 uM) 0,5 ul;
dNTP 10 pl; Tampdn 10X 10 ul; MgClz 2 pl; Tag polimerasa 2 pl; adicién de H,O hasta 100 pl. Se afiade aceite
mineral (50-100 4) para impedir la evaporacion en el tubo de ensayo que contiene la mezcla de reaccion. Después
se coloca el tubo en un termociclador programado de la siguiente manera: 94 °C -5’; (94 °C -30”, 68 °C -30”, 72 °C -
30”) durante 8 ciclos sin cebadores y 12 ciclos con cebadores; 72 °C -10’; 4 °C -24 h.

Después del ensamblaje de la VH y la VL, la biblioteca de scFv ensamblada se purifica con gel como se ha descrito
anteriormente. Después de la purificacion, el ADN se digiere con las enzimas Nhel y BssH2 de la siguiente manera:
mezcla de ADN 10 ug; Nhel (NEB 20 U/ul) 1,5 wl; Tampén 2 (NEB) 10 ul BSA (10 pg/ml)1 wl; H2O Q.S. (V final=100
ul), y se deja digerir durante 4 h a 37 °C.

Después de la digestion y de la purificacion con gel, el ADN se corta con BssH2: mezcla de ADN 10 pug BssH2 (NEB
20 U/ul) 1,5 l; Tampdn 3 (NEB) 10 ul; H20 Q.S. (V final=100 ul).

La mezcla de reaccion se incuba a 50 °C durante 4 h. Las cadenas digeridas se purifican después con gel 1,5 %
usando un kit de purificacion (kit de extraccién en Gel, Qiagen). Después de la purificacién, el ADN se cuantifica en
agarosa al 1,5 % usando espectrometria a una longitud de onda de 260 nm. La biblioteca se liga después en el
vector pLinker220: se usaron aproximadamente 200 ng de vector para esta etapa; se realiz6 el ligamiento en
gradiente para optimizar la reaccion. La mezcla de reaccion es: pLinker220: 1 ul (200 ng); ensamblaje VL-VH: 2 pl
(250 ng); Ligasa: 1 ul (400 U/ul); Tampon: 1 ul; H2O: 5 pl; la mezcla de reaccién se colocé en un tubo de Eppendorf y
se incubd durante una noche en un vaso de precipitados lleno de agua a 18 °C en la camara frigorifica. Al dia
siguiente, el tubo de reaccién se retira de la camara frigorifica y se afiade 1 pl de ligasa y se deja a temperatura
ambiente durante 2 h. Después de la incubacién, la mezcla de reaccion se purifica con fenol-cloroformo (como se ha
descrito anteriormente), se suspende de nuevo en 10 ul de H>O, y después se introduce por electroporacion en la
cepa bacteriana.

Para cada electroporacion, se usan 30 ul de bacteria mas 1 pl de mezcla de ligasa (maximo 100 ng por
electroporacion). Después de la transformacién, las bacterias se resuspenden en 1 ml de medio SOC + MgCI2 10
nM y se incuba durante 1 h a 37 °C, después de lo cual se siembran en placas de ampicilina LB+. Al dia siguiente,
se evalla la eficacia de la transformacién. Se estimdé que la biblioteca obtenida de este modo era de
aproximadamente 4.10° UFC.

En este punto, se usé la biblioteca SPLINT para ensayar el control tal como identificacion de huella genética por

PCR para ensayar la diversidad de la biblioteca, secuencias de anticuerpos tomadas aleatoriamente, analisis de
transferencia de western para comprobar la expresion de las cadenas individuales en levadura y cribado en un panel
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de antigenos conocidos.

Los resultados demuestran que incluso a partir de esta biblioteca SPLINT inicial pueden aislarse anticuerpos
intracelulares contra una amplia diversidad de antigenos.

Descripcién y lista de antigenos (tabla II):

La biblioteca SPLINT se selecciond contra los siguientes antigenos: dos dominios de Shc (Figura 13, 15), K-RAS
(Figura 14, 15), Syk (Figura 16), p4-timosina ubicua, B4-timosina linfoide (Figura 17, 18), amiloide p2-42, gefirina,
TFIl-I'y proteinas SARS-CoV ORF X5.

Construccion de los cebos:

SH2-Shc/MIC-BD1: el fragmento de ADN SH2-Shc se amplificé por PCR a partir de pGEX4T1-p66Shc y se clono
entre los sitios de restriccion EcoRI/BamHI del plasmido pMIC-BD1.

CH2-Shc/MIC-BD1: el fragmento de ADN CH2-Shc se amplificd por PCR a partir de pGEX4T1-p66Shc y se clon6
entre los sitios de restriccion EcoRI/BamHI del plasmido pMIC-BD1.

Syk/MIC-BD2: se subclon6 el fragmento EcoRI/BamHI de Syk/BTM116 (Visintin et al., 1999) entre los sitios de
restriccion EcoRl/BamHI del plasmido pMIC-BD2.

K-RAS/MIC-BD1 y K-RAS/MIC-BD2: se subcloné K-RAS BamHI/Pstl de K-RAS/BTM116 (Visintin et al., 1999) entre
los sitios de restriccion BamHI/Pstl de pMIC-BD1 y pMIC-BD2, respectivamente.

LTB4/MIC-BD1: el fragmento de ADN LTB4 se amplifico a partir del vector LTPp4/pCl-neo y se clon6 entre los sitios
de restriccion EcoRI/BamHI del plasmido pMIC-BD1. UTB4/MIC-BD1: el fragmento de ADN LTB4 se amplificé a partir
del vector UTBR4/pCl-neo y se clond entre los sitios de restriccion EcoRI/BamHI del plasmido pMIC-BD1.
Gefirina/MIC-BD1: el fragmento de ADN del dominio 153-348 de la proteina gefirina se amplifico y se clon6 entre los
sitios de restriccion EcoRI/BamHI del plasmido pMIC-BD1. Antes de comenzar la seleccidon de la biblioteca SPLINT
todos los cebos se ensayaron con respecto a transactivacion de genes indicadores como se ha descrito (Visintin y
Cattaneo, 2001). Todos los cebos resultaron ser no tranactivadores y por lo tanto se usaron para las selecciones.

AB1-42/MIC-BD1: el fragmento de ADN del dominio 1-42 de B amiloide se sintetizé por cebadores que hibridaban y
después se clonaban en sitios de restriccion BamHI/Pstl del plasmido pMIC-BD1.

TFIlI-1 1-397/MIC-BD1: El fragmento de ADN del dominio 1-397 del factor de transcripcion TFIl-1 se amplifico a partir
de ADNc de TFII-I humano y se cloné en el sitio de restriccion Bam HI del plasmido pMIC-BD1)

SARS-CoV ORF X5/MIC-BD1: el fragmento de ADN de la ORF X5 de SARS-Coronavirus se sintetizd por cebadores
que hibridaban y después se clonaban en sitios de restriccién EcoRI/Sall del plasmido pMIC-BD1.

Seleccion de anticuerpos intracelulares scFv con diferentes especificidades por IACT.

Para verificar si a partir de esta biblioteca podian seleccionarse anticuerpos intracelulares contra proteinas de
sefalizacion, y otras proteinas intracelulares, la biblioteca se cribd frente a un panel de cebos diferentes (Tabla II).
Estos incluyen dos dominios de Shc, K-RAS, Syk, B4-timosina ubicua, B4-timosina linfoide, B amiloide 1-42, gefirina,
TFII-1 y proteinas SARS-CoV ORF X5.

Tabla Il. Panel de diferentes cebos usados para seleccion de SPLINT-2HY.

domino CH2 de p66Shc humana (CH2-Shc)
dominio SH2 de p66Shc humana (SH2-Shc)
K-RAS humana

Syk humana

B4-Timosina ubicua de raton (TUB4)
B4-Timosina linfoide de ratén (TLB4)
Amiloide f1-42 humano

Gefirina de Rata

TFI-1 humana

SARS-CoV ORF X5

Los cebos seleccionados para la validacién de la biblioteca SPLINT incluyen proteinas de diferentes especies, de
origen viral y de funcién y localizacién celular muy diferentes:
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Dos dominios diferentes (CH2 y SH2) de la proteina adaptadora p66Shc humana (Ventura et al., 2002), que
contiene una region unica rica en prolina aminoterminal (CH2), un dominio de unién a fosfotirosina (PTB) NH2
terminal seguido de un dominio de homologia de colageno (CH1) y un dominio SH2 COOH terminal. En virtud de
sus dominios PTB y SH2, la activacién de proteina tirosina quinasa receptora y no receptora ligada a proteinas
de Shc con respecto a citoplasma corriente abajo pueden unirse con receptores activados que se han fosforilado
en tirosina. Esta proteina esta implicada en rutas activadas por tensiones ambientales y en la regulacion de la
esperanza de vida.

La K-Ras humana es una proteina G monomérica de 21 kd localizada en membranas que actia como un
acontecimiento molecular o nuclear. La ruta de sefnalizacién de ras es una diana atractiva para la terapia contra el
cancer debido a su importante papel en la carcinogénesis.

La proteina tirosina quinasa Syk se ha involucrado en diversas respuestas celulares hematopoyéticas, en particular
acontecimientos de sefializacion de inmunorreceptores que median en respuestas celulares diversas incluyendo la
proliferacién, diferenciacion y fagocitosis. Syk también parece desempefar una funcion fisioldgica general en una
amplia diversidad de células incluyendo células neuronales en las que se sugiere que desempefie un papel
importante en etapas de sefializacion para la extension de neuritas (Yanagi et al., 2001).

La timosina B4 codifica tanto una proteina de unién a actina ubicua (UTB4) con capacidad demostrada para inhibir la
infiltracién de neutréfilos, como una variante de corte y empalme limitada al tejido linfoide (LTB4) que se ha mostrado
que es sensible a activacién expresada por linfocitos T epidérmicos dendriticos, y otros linfocitos intraepiteliales,
para regular negativamente la inflamacién local (Girardi, 2003).

La gefirina es una proteina de 93 kDa que se purificaba conjuntamente con el receptor de glicina (GlyR) y se
descubri6 que estaba localizada en el lado postsinaptico de las sinapsis glicinérgicas (Prior et al., 1992) (Sassoe-
Pognetto y Fritschy, 2000; Craig y Lichtman, 2001).

El constituyente principal de las placas seniles en la enfermedad de Alzheimer es un péptido de 42 aa, denominado
beta amiloide (Abeta). Abeta se genera a partir de una familia de proteinas que contienen dominio transmembrana
(TM) de tipo 1, con corte y empalme diferencial, denominadas APP, por procesamiento endoproteolitico. La ruta
principal, relativamente ubicua del metabolismo de APP en el cultivo celular implica la escision por la alfa secretasa,
que escinde dentro de la secuencia Abeta, impidiendo de este modo la formacion de Abeta y su deposicion. El
péptido beta amiloide (1-42) (Butterfield, 2002) puede ser principal para la patogénesis de la EA (Sinha y Lieberburg,
1999).

El TFIl-I es un factor de transcripcion multifuncional inducible que se activa en respuesta a diversas sefnales
extracelulares y se trasloca al nicleo para activar los genes inducidos por sefales (Roy, 2001).

El sindrome respiratorio agudo grave (SARS) es una forma letal de la neumonia atipica. EI genoma SARS-CoV tiene
una longitud de ~29,7 kb y contiene 14 fases de lectura abiertas (ORF) flanqueadas por regiones no traducidas 5’ y
3’. Los coronavirus codifican varias proteinas no estructurales. Estas proteinas no estructurales, que varian
ampliamente entre las diferentes especies de coronavirus, son de funciéon desconocida y parecen ser prescindibles
para la replicacion viral (Rota et al., 2003; Snijder et al., 2003; Zeng et al., 2003).

Se introdujeron secuencias de ADN que codifican cada una de estas proteinas, fusionadas con la proteina lexA para
crear cebos especificos de antigeno, por transformacién en células de levadura que expresaban la biblioteca
SPLINT y se realiz6 seleccién por IACT como se ha descrito (Visintin et al., 2002). Deberia observarse que no se
realizé ninguna manipulacion en absoluto de la proteina correspondiente. Se seleccionaron transformantes dobles
en busca de prototropia de histidina y de actividad lacZ. En la busqueda de fragmentos scFv de unién a antigeno, se
analizaron aproximadamente 10-20 clones diferentes His+/lacZ+ para cada antigeno en una segunda cribado de dos
hibridos, excepto para UTR4, LTB4, Ab1-42, Gefirina y TFIl-I (Tabla 1) cuya cribado fue mas exhaustiva (mas de 90
clones diferentes His+/lacZ+). Especificamente se obtuvieron clones de union en cada caso, demostrando que
podrian expresarse anticuerpos monocatenarios especificos de cebo en el citoplasma y en el nicleo de las células
de levadura (Tabla Ill). El cribado secundaria posterior confirmé que podrian identificarse positivos verdaderos que
interaccionaron especificamente con el cebo original, pero no con otras fusiones de lexZ (lexA-lamina). Se
identificaron 8 clones para CH2-Shc, 5 clones para SH2-Shc, 2 para K-RAS, 6 para Syk, 11 para LTB4, 2 para UTB4
y 6 para gefirina, 6 para Ap 1-42, 4 para TFll-l y 6 para SARS-CoV ORF X5 que interaccionaban con sus antigenos
pero no interaccionaban con lexA-lamina.

También se analizé un subconjunto de fragmentos de anticuerpo obtenido a partir del cribado de LTB4 con respecto
a la unién con UTB4 (Figura 18).

La timosina especifica de linfoide codifica una extensién NH2 terminal de seis restos en relacion con la forma ubicua

de timosina. Para verificar si seria posible aislar el scFv especifico solamente para la forma linfoide, los inventores
ensayaron cinco fragmentos de anticuerpo obtenidos del cribado de LTP4 que se habia mostrado que tenian las

23



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2526612713

secuencias de aminoacidos mas diferentes entre los scFv aislados, con respecto a su capacidad para unirse con
UTP4. Todos los scFv ensayados resultaron ser altamente especificos para la forma linfoide y no consiguieron unirse
con la forma ubicua (Figura 18). La seleccion paralela de SPLINT en UTP4 resulté ser muy rigurosa; se encontraron
muy pocos patrones de identificacién de huella genética diferentes entre los 96 clones analizados. Ademas se
mostré que la seleccion de SPLINT contra el cebo UTB4 era capaz de aislar scFv cuyas secuencias de aminoacidos
correspondian a algunos scFv previamente aislados contra LTB4, indicando de este modo que la seleccion de
SPLINT contra LTB4 era suficientemente exhaustiva para encontrar anticuerpos especificos contra ambas formas de
la proteina timosina.

En conclusién, los resultados obtenidos confirmaron que, en efecto, la biblioteca SPLINT construida, representa una
buena fuente de anticuerpos intracelulares validados, contra una amplia diversidad de proteinas diferentes. El
procedimiento para aislar dichos anticuerpos, que depende directamente del formato de la biblioteca, no requiere en
absoluto realizar ninguna manipulacién de la proteina diana, obviando de este modo la necesidad de la expresion y
purificacién de proteinas, que representa un cuello de botella experimental significativo para aumentar el rendimiento
del aislamiento de anticuerpos. El procedimiento descrito, que depende de la construccion de la biblioteca SPLINT,
permite aislar anticuerpos validados estables directamente de secuencias génicas.

Mejora de la rigurosidad de las selecciones.

Los resultados resumidos en la Tabla Il muestran que, para cada proteina diana elegida, podrian aislarse varios
anticuerpos especificos de antigeno directamente de secuencias génicas. El procedimiento se ha optimizado
experimentalmente y se ha refinado y es muy sélido, rapido y eficaz.

Para encontrar agentes de unién muy fuertes y para mejorar la rigurosidad de las selecciones, si se requiere, los
inventores también ensayaron su biblioteca SPLINT usando un cebo modificado, fusionado con una proteina lexA
mutante. La proteina LexA bacteriana del vector pMIC-BD1 se modificdé (mLexA) para anular su NLS intrinseca,
como se ha descrito previamente (Rhee et al, 2000) (Figura 7). De esta manera, solamente el complejo de
anticuerpo/antigeno formado en el citoplasma tiene la informacion para dirigirlo al nicleo. Para comprobar si seria
posible cribar SPLINT también con antigeno expresado solamente en el citoplasma de levadura (como sucede con
el vector pMIC-BD2) los inventores eligieron la proteina K-RAS como antigeno diana. La eleccién de RAS también
se debid a la dificultad aparente de aislar anticuerpos intracelulares en el procedimiento de seleccién convencional
(Tabla Ill). En este procedimiento de seleccién modificado, la interaccién entre el antigeno y el scFv debe suceder en
el citoplasma, debido a que el antigeno se expresa en células de levadura sin la sefal de localizacién nuclear
intrinseca de lexA. scFv y el antigeno interaccionan en el citoplasma celular antes de traslocarse el complejo al
nucleo y activar la transcripcion. Los inventores intentaron, al mismo tiempo, realizar la seleccion de K-RAS como
proteina de fusion lexA-cebo con o sin sefial de localizacion nuclear. En ambos casos obtuvieron el mismo nimero
de anticuerpos intracelulares funcionales.

Esto indica que la tecnologia fue suficientemente fuerte para permitir la seleccién de scFv con dicha afinidad para
llevar el complejo de anticuerpo-antigeno al niicleo y para activar la transcripcién de genes indicadores.

Como un comentario general, la seleccion de K-RAS con o sin NLS proporcion6 muy pocos clones positivos en
comparaciéon con otros antigenos (Tabla 1l). Deberia observarse que también se obtuvieron muy pocos clones
positivos en otras estrategias de seleccion de IACT indicadas cuando se usé RAS como un cebo (Tanaka y Rabbitts,
2003). Esto podria indicar que el antigeno tendria dificultad para entrar en el nicleo, y esta dificultad interfiere con el
procedimiento de seleccién normal. Como alternativa, la interferencia con la proteina RAS enddgena podia explicar
este bajo numero de colonias obtenido de esta seleccién.

En conclusién los inventores establecieron que los ICAb especificos de antigeno funcionales se seleccionaban de la
biblioteca SPLINT natural contra un amplio espectro de antigenos proteicos muy diferentes, incluyendo proteinas
virales. Deberia observarse que el procedimiento de seleccion optimizado asegura que los anticuerpos
seleccionados sean todos funcionales también cuando se expresan en células de mamifero. De hecho la seleccion
por IACT predice la propiedad de ser un intracuerpo funcional en todos los casos (Visintin et al., 2002) (Tse et al.,
2002). Esto se confirmé para varios de los ICAb seleccionados de SPLINT, que mostraban buena solubilidad y
semivida cuando se expresaban en células de mamifero (datos no mostrados). Por lo tanto, las bibliotecas SPLINT
representan una buena fuente rica para anticuerpos para actuar en el ambiente intracelular.

BIG SPLINT: aumento del tamaiio de SPLINT

El tamafio de la biblioteca es una variable critica para el aislamiento de fragmentos de anticuerpo. Sin embargo, la
verdadera diversidad de una biblioteca no es facilmente determinable; esta depende de hecho no solamente del
numero de clones contados independientes sino también del nimero de clones que de hecho expresan proteinas
scFv.
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A pesar del hecho de que los inventores han demostrado en el presente documento que es posible seleccionar
anticuerpos intracelulares funcionales de una biblioteca SPLINT de 10°-10” clones, Los ICAb funcionales podrian
seleccionarse mas facilmente directamente realizando una biblioteca SPLINT mas grande. Esto se ha conseguido
por aumento directo de la escala (es decir repeticion varias veces del procedimiento descrito anteriormente) o por
métodos de recombinacién (figura 4 a-b), como se ha realizado en bacterias (Sblattero y Bradbury, 2000) y en
levadura para realizar grandes bibliotecas de anticuerpos de fragmentos Fab presentados en superficie (Feldhaus et
al., 2003). La biblioteca BIG-SPLINT obtenida de esta manera permite no solamente aislar anticuerpos intracelulares
estables sino también aumentar el nimero de posibles anticuerpos candidatos para expresion intracelular.

Biblioteca basada en el armazon de secuencia consenso

Se llevara a cabo un refinamiento adicional de la biblioteca SPLINT con el estudio de secuencias de scFv aisladas
por IACT.

Se ha observado que el conjunto de anticuerpos seleccionados con estas tecnologias se caracteriza por varios
restos altamente conservativos. Estos restos criticos representan un tipo de marca registrada que identifica los
anticuerpos capaces de expresarse en el ambiente intracelular por una multitud de scFv que son, de otro modo,
incapaces de actuar en él. La tecnologia IACT combinada con SPLINT también es capaz de seleccionar los scFv
que poseen una secuencia Optima muy similar a una secuencia consenso presente en la base de datos de
inmunoglobulinas presentes en la naturaleza. A medida que crece la base de datos de anticuerpos intracelulares
seleccionados con esta tecnologia, se reducira el nimero de restos conservados. Sera por lo tanto posible conseguir
un armazoén genérico final en el que puede elaborarse una biblioteca de anticuerpos para uso intracelular. Esto
permitird la creacion de una biblioteca compatible con la baja capacidad de transformacion de la levadura y, de
forma mas general, una biblioteca de fagémidos o fagos de scFv altamente estables que son funcionales para
expresion en cualquier ambiente celular o no celular. Puede concluirse que tanto IACT como SPLINT son dos
tecnologias con la capacidad de superar su potencial intrinseco y por lo tanto crear bibliotecas cada vez mas
sofisticadas y validadas.

Bibliotecas SPLINT como una fuente de anticuerpos superestables, que pueden aislarse rapidamente,
directamente de secuencias génicas.

Se ha demostrado anteriormente que una biblioteca SPLINT, como se ha descrito anteriormente, representa una
buena fuente genérica de anticuerpos intracelulares, que es de anticuerpos/dominios de anticuerpo que son capaces
de unirse con cualquier antigeno de interés en condiciones de expresioén intracelular. A la luz del hecho de que estos
anticuerpos intracelulares validados se pliegan en el ambiente intracelular a pesar del hecho de que no consiguen
formar el enlace disulfuro intracatenario que une los dos restos de cisteina presentes en todas las regiones variables
de anticuerpo conocidas (Visintin et al 1999; Biocca et al 1995), y a la luz del hecho de que este enlace disulfuro
contribuye en aproximadamente 4,5 kCal/mol a la estabilidad del plegamiento de un dominio de anticuerpo (Proba et
al., 1997), se puede concluir que los anticuerpos generados a través del procedimiento de IACT de bibliotecas
SPLINT son mucho mas estables que los anticuerpos promedio en cualquier repertorio dado. De hecho, cuando se
expresan anticuerpos derivados de SPLINT en las condiciones de oxidaciéon normales, permitiendo de este modo
que se formen sus enlaces disulfuro intracatenarios, su estabilidad de plegamiento en condiciones desnaturalizantes
controladas experimentalmente, (tales como desnaturalizacion por urea, guanidinio o térmica) es mucho mayor que
la de los anticuerpos promedio (datos no mostrados). Por lo tanto, las bibliotecas SPLINT permiten el aislamiento de
anticuerpos de estabilidad superior. Esta propiedad, junto con la posibilidad de aislar anticuerpos directamente de
secuencias génicas, hace a las bibliotecas SPLINT la herramienta elegida para resolver el cuello de botella para la
generacién de alto rendimiento de anticuerpos estables, en aplicaciones tales como matrices de anticuerpos, para
usar como herramientas de diagnéstico avanzadas y para la realizacién de perfiles de expresion de proteinas en
proteémica.

Anticuerpos dirigidos a la interaccidn proteina-proteina de bibliotecas SPLINT:

La demostracion inesperada de que una biblioteca SPLINT, como se ha descrito anteriormente, representa una
buena fuente de anticuerpos intracelulares, representa el requisito previo esencial para el desarrollo final de la
presente invencion, en concreto, el aprovechamiento de la biblioteca SPLINT, después de ingenieria genética
adecuada, para el aislamiento de anticuerpos que son neutralizantes de forma intrinseca. De hecho, los anticuerpos
aislados de SPLINT no estan dotados necesariamente de la propiedad de inhibir la funcién bioldgica de su proteina
diana. De hecho, la neutralizaciéon de la funcién proteica (PKO) es una propiedad afiadida, que hay que introducir por
ingenieria genética o implantar caso a caso ad hoc, con estrategias tales como, por ejemplo, desviacion del transito.

Estos métodos no son generales, y por lo tanto solo podria usarse un subconjunto de anticuerpos para neutralizar la
funcion proteica, a pesar de su propiedad inherente de ser anticuerpos intracelulares validados.

Se describe a continuacién el uso de bibliotecas SPLINT para generar anticuerpos rapidamente (directamente de

secuencias génicas) que estan intrinsecamente dotados de la capacidad para interferir con una interaccién proteina-
proteina dada. Estos seran anticuerpos neutralizantes de forma intrinseca.
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Las interacciones proteicas desempefan un papel crucial en el descubrimiento de diversas funciones bioldgicas. La
interpretacién de genes secuenciados del genoma humano estd conduciendo a los investigadores a desarrollar
nuevas tecnologias para la interpretacién de funciones impredecibles de genes ain no descubiertos. Se han cribado
diversos interactomas (interacciones proteicas en un solo organismo). Se ha visto que el sistema de dos hibridos
puede usarse para crear una inmensa red de conexiones que pueden validarse adicionalmente por otro sistema
biotecnoldgico, tal como geles 2D, espectrometria de masas, etc.. Los enfoques disponibles en la actualidad para
estudiar la funcién proteica estan limitados y son escasamente genéricos. Por el contrario, con la metodologia
adoptada para el estudio de ADN, las proteinas son tan variables que el estudio del genoma por interaccién proteica
no puede realizarse usando una sola metodologia.

Por esta razén, los investigadores estan examinando si la tecnologia intracelular de anticuerpos puede ofrecer un
enfoque adecuado para diversos campos de la gendémica funcional.

Por ejemplo, se puede imaginar la construccién de una biblioteca ad hoc de fragmentos de anticuerpo seleccionados
en un determinado proteoma (Figura 6). La tecnologia implicaria una primera etapa en la que se crea una biblioteca
de ADNc a partir de un tipo celular, un tejido, un virus o una bacteria, etc. La biblioteca se clonaria después
directamente en el vector de dos hibridos fusionado con una proteina que se une con ADN (por ejemplo pMIC-BD2)
y se ensayaria frente a una biblioteca de SPLINT in vivo. Después de haberse obtenido clones positivos, los scFv
implicados en una interaccion se aislan y se clonan (en grupos en un formato de biblioteca) en un vector de
expresion eucariota (por ejemplo scFvexpress). Después de crearse la nueva subbiblioteca, el scFv se puede
expresar en el tipo celular, tejido, virus o bacteria del que se construyé originalmente la biblioteca de ADNc. Una vez
que se introduce la biblioteca, se prepara un extracto proteico y se usa en experimentos de inmunoprecipitacion. Las
proteinas inmunoprecipitadas se separan con un gel bidireccional (gel 2D) y las proteinas aisladas pueden después
analizarse por espectrometria de masas. Con esta tecnologia (IntrAP), pueden obtenerse anticuerpos dirigidos
contra el proteoma celular completo en una sola etapa.

Otra posible consideracion es las interacciones y redes de la regulacién genética al nivel de un genoma completo.
De esta manera, seria posible concebir el genoma como un complejo de funciones expresadas por proteinas
programadas para estabilizar las interacciones especificas. A la luz de esto, el nimero total de genes en un
organismo pareceria menos importante que el repertorio completo de interacciones que pueden codificarse
potencialmente por el mismo genoma (interactoma). Por esta razén, se puede concebir la construccion de un
subconjunto de bibliotecas de scFv (similares a la descrita en el parrafo anterior) aislando solamente el scFv que
reconoce médulos de proteinas o secuencias peptidicas reconocidas como partes funcionales de una interaccion. La
biblioteca podria usarse después para interferir directamente en un interactoma conocido mediante una metodologia
basada en el sistema de tres hibridos (Figura 19). La estrategia de 3HY-SPLINT se basa en diversas publicaciones
del campo de los sistemas de tres hibridos (Vidal M, et al. 1996; Huang J, et al. 1997; Leanna CA, et al. 1996; Shi
HM, et al. 1996; Vidal M, et al. 1999).

La estrategia usa una seleccion genética en la que la disociacién de una interaccion se convierte en una ventaja
selectiva para la cepa de levadura usada para este fin. Para reiterar el concepto, la union entre la proteina X-DNA-
BD y la proteina Y-AD es letal para una célula de levadura ya que en este sistema, como gen indicador, se usa un
gen toéxico. La disociaciéon por un anticuerpo que se une con uno de los dos dominios de interaccién entre X e Y
confiere una ventaja selectiva que puede identificarse convenientemente.

En el sistema de 3-HY de los inventores, la expresion del represor de tetraciclina reprime la expresion del gen de
HIS3. En estas condiciones, la interaccién entre X e Y confiere un fenotipo auxotréfico para histidina. Cuando un
anticuerpo altera la interaccion entre X e Y, el represor TetR no se expresa y la cepa puede sobrevivir también en
ausencia de histidina ya que ya no se reprime la transcripcion del gen HIS3.

Una novedad del sistema de los inventores es el uso de dos vectores en lugar del conjunto clasico de tres vectores
para expresar las dos proteinas que interaccionan y la biblioteca de anticuerpos neutralizantes. Esto permite
simplificar la metodologia, evitando la dificultad que entrafia la modificacion por ingenieria genética de tres vectores
con diferentes marcadores nutricionales y diferentes resistencias a antibiéticos y la necesidad de obtener por
ingenieria genética también una cepa de levadura particular en la que deben anularse mas de tres genes. Ademas
deberia evaluarse un protocolo altamente optimizado para la transformacion de las células de levadura dando como
resultado de este modo una muy escasa reproducibilidad de los experimentos. La metodologia de tres hibridos de
los inventores permite mantener la metodologia actual de la tecnologia de IAC con pocas modificaciones y por lo
tanto es accesible a investigadores no especializados.

Los resultados obtenidos hasta ahora son:

ETAPA 1: lexA-p65 vy VP16-p65 interaccionan en un sistema de dos hibridos

Construccién del cebo y de la presa:
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p65/MIC-BD1: el fragmento de ADN del miembro de proteina p65 de la familia NF-kB/Rel se amplificé a partir del
plasmido pRSV NF-«B relA (p65) y se clono entre los sitios de restriccion BamHI/Sall de pMIC-BD1.

p65/VP16c-t: el fragmento de ADN de p65 se amplifico a partir del plasmido pRSV NF-xB relA (p65) y se clon6
entre los sitios de restriccion BamHI/Notl de VP16c-t.

Interaccion intracelular de proteinas de fusion lexA-p65 y VP16-p65: se cotransfectaron células de levadura L40
con vectores cebo y presa usando un protocolo de transformacién de acetato de litio. Se verificé la interaccion
positiva usando marcadores auxotroficos para ambos plasmidos y para fototropia de histidina. Se lisaron colonias
positivas para histidina y controles en nitrégeno liquido y se ensayaron con respecto a actividad b-gal en filtros como
se ha descrito (Visintin y Cattaneo, 2001).

ETAPA 2: lexA-p65 y VP16-p65 interaccionan en un sistema de dos hibridos cuando se clonan en el vector
pBiDi3HYlexA-VP16

Construccion del vector pBiDi3HY: para construir el vector pBiDi3HY se usaron 2 vectores. El vector pESC-TRP
se cortd con Pvull para aislar los promotores bidireccionales Gall-Gal10. El vector pMIC-BD1 se cortd con Sphl y el
fragmento grande (Klenow) de ADN polimerasa |, se usé posteriormente para retirar los salientes 3’ para formar
extremos romos. El vector también se desfosforil6 con fosfatasa alcalina intestinal de ternero para impedir la
recircularizacion del vector de clonacién. La clonacién de Gal1-Gal10 digerido con Pvull en pMIC-BD1 cortado con
Sphl y enrromado gener6 pBiDiSHY.

Construccion del vector pBiDi3HYlexA-VP16: el fragmento de ADN VP16 se amplificé a partir del vector VP16*
(Hollenberg et al., 1995) y se clon6 entre el BamHI/Apal del plasmido pBiDi3HY.

El fragmento de ADN lexA se amplificé a partir de pMIC-BD y se clon6 entre el EcoRI/Spel del vector pBiDi3HY-
VP16. El vector final pBiDi3HY-lexA-VP16 se secuencio y se verificd la expresion de las proteinas lexA y VP16 por
analisis de transferencia de western de extracto en bruto de levadura después de la induccion de los promotores con
galactosa al 20 % (véase la figura 20).

Construccion del vector pBiDi3HYlexAp65-VP16p65: el miembro de la familia NF-xB/Rel proteina p65, se clon6
como una proteina de fusién C terminal con los dominios lexA y VP16. El fragmento de ADN p65 se amplificd a partir
de plasmido pRSV NF-kB relA (p65) (proporcionado amablemente por la Doctora Francesca Demarchi) y se cloné
en Spel para producir la proteina de fusion lexA-p65 y entre Apal/Sall para producir la proteina de fusion VP16-p65.
La expresién de ambas proteinas de fusion p65 se verificé por andlisis de transferencia de western y secuencias
(véase la figura 21).

Todos los clones se secuenciaron, usando el kit Epicentre Sequitherm Excel Il (Alsbyte, Mill Valley, CA) con un
secuenciador automatico Li-Cor 4000L (Lincoln, NE).

Construccion del vector pSPLINT (Figura 20): para la construccién del plasmido pSPLINT, se aplicé la siguiente
estrategia de clonacion. Se realizé una PCR de Vk y VH clonadas con el enlazador 220 de pLINKER220 usando
estos  oligonucledtidos: con sentido 5-CATCATCATAAGCTTATTTAGGTGACACTA-3' y  antisentido
5’ACCCGGGGATCCCTAATGGTGATGGTGATGGTGAGTACTATCCAGGCCCAGCAGTGGGTTTGGGATTGGTTT
GCCGACCTTCCGCTTCTT-3'. El producto de la PCR resultante se digirié con Hindlll/BamHI y se ligd con un vector
VP16* digerido con Hindlll/BamHI (Hollenberg et al., 1995) para proporcionar pSPLINT. ElI dominio de activacion
VP16 se retir6 manteniendo a la vez ambas sefnales de localizacion nuclear entre scFv. Se afadié una senal
marcadora SV5 en el extremo C terminal del enlazador scFv.

Construccion de la biblioteca SPLINT-3HY.
También se cloné un grupo de scFv ensamblado a partir de la biblioteca SPLINT en pSPLINT digerido con

BssHII/Nhel para obtener una biblioteca SPLINT/pSPLINT de 1,5 a ~10° clones diferentes en E. coli.

ETAPA 3: la interaccidon de lexA-p65 y VP16-p65 puede anularse por un anticuerpo neutralizante en una
estrategia de seleccion de SPLINT-3HY

Transformacion conjunta del vector pBiDi3HYlexAp65-VP16p65 con biblioteca SPLINT-3HY en la cepa de
levadura Y1596.

El genotipo de la cepa indicadora de Saccharomyces cerevisiae Y1596 es MATa/a, his3A200/his3A200, trp1-901 leu
2-3, 112/leu2-3, 112ade2/ade2, URA::lexAOp)s-TetRLYS2::ADH(Tet Op).-HIS.
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El sistema construido es un método de seleccion positivo disefiado para identificar dominios de anticuerpo que
alteran la alteracion proteina-proteina in vivo. Las proteinas de interés (homodimeros p65) se expresan como fusién
con el dominio de unién a ADN de lexA y el activador transcripcional, VP16 bajo el control de los promotores
bidireccionales inducibles Gal1-Gal10. La interaccion entre lexA-p65 y VP16-p65 conducen a la expresion de la
proteina represora de tetraciclina (TetR) que impide la transcripcién del gen indicador HIS3 que conduce a la
incapacidad de células de levadura para crecer en medios sin histidina. La alteracién de la homodimerizacién de la
proteina p65 por un anticuerpo neutralizador restaura la capacidad para crecer en dichos medios. Se ha mostrado
que la proteina de fusién lexA-p65 presenta capacidad de activacion. Para bloquear la produccién de histidina que
suprime el crecimiento de fondo en medio sin histidina se realizé una modulacién del sistema con tetraciclina/3-AT.
Después de la identificacién de las condiciones de cultivo del homodimero lexAp65-VP16p65 esta construccion se
usoé para la seleccion de la biblioteca SPLINT para identificar el anticuerpo neutralizante que altera la formacion del
homodimero p65 in vivo.

Se introduce la biblioteca SPLINT en la cepa YI595 por un protocolo modificado de transformacién de levadura
(Visintin y Cattaneo, 2001). Cada transformante contiene supuestamente un plasmido de biblioteca individual que
codifica un scFv ademas de las proteinas del homodimero p65. Se seleccionaran células que contengan el plasmido
que codifica un scFv que se une con una o ambas proteinas que interaccionan con p65 en SG-Raf-WHULK. Los
procedimientos de transformaciéon deben seguirse cuidadosamente para asegurar una alta eficacia de
transformacion.

Transformacion de SPLINT-3HY
El siguiente protocolo de transformacion es una modificacion del método publicado (Visintin y Cattaneo, 2001).

Materiales: 500 pg de biblioteca SPLINT/pSPLINT; 150 ml de YC-UKW; 21 YPAD; 11YPA; 1,51 YC-UKWL + 10
placas YC-UKWL (100 mm); 11YC-WHULK; 11SG-Raf-WHULK + 3AT 25 mM (véase receta posteriormente); 20 SG-
Raf-WHULK + 3AT 25 mM placas de 100 ml TE 10X; 20 ml de LiAc 10X; 1 ml de esperma de salmén
desnaturalizado 10 mg/ml; 150 ml de PEG 4000 50 %; 20 ml de DMSO.

Procedimiento:

Dia 1: cultivo de levadura Y1595 que contiene el plasmido de homodimero p65 en YC-UKW O/N

Dia 2: inoculacién de 100 ml de YC-UKW con una alicuota del cultivo de una noche para encontrar una dilucion
que sitda los 100 ml de cultivo en fase logaritmica al dia siguiente

Dia 3: transferencia de suficiente cultivo de una noche en 11 de los YPAD precalentados a 30 °C para producir
una DOggo= 0,3. Cultivo a 30 °C durante 3 horas. Centrifugacion de las células 1500 X g durante 5 minutos a
temperatura ambiente. Lavado del sedimento en 500 ml de TE 1X, después centrifugacion de nuevo de las
células a 1500 X g durante 5 minutos a temperatura ambiente. Resuspension del sedimento en 20 ml de LiAc 1X,
TE 0,5X y transferencia a un nuevo matraz. Adicién de 500 ug de biblioteca de ADN y 1 ml de esperma de
salmén desnaturalizado. Adicion de 140 ml de LiAc 1, PEG 3350 40 %, TE 1X; mezcla e incubacién durante 30
minutos a 30 °C con agitacién suave. Adicion de 17,6 ml de DMSQO; agitacion para mezclar. Choque térmico
durante 10 minutos a 42 °C en un bafo de agua con agitacion ocasional para mezclar. Enfriamiento rapido a
temperatura ambiente de células en un bafio de agua diluyendo 400 ml de YPA. Sedimentacion de las células
por centrifugacion y lavado con 500 ml de YPA. Después de la centrifugacion resuspension del sedimento en 11
YPAD precalentados. Incubacion durante 1 hora a 30 °C con agitacién suave. Sedimentacion de células de 1 ml:
resuspension en 1 ml de YC-UKWL; extension de 100 ul de diluciones 1:1000, 1:100, 1:10 para controles de la
eficacia de transformacion. Sedimentacion de células del cultivo restante. Lavado del sedimento con 500 ml de
YC-UWL. Resuspension en 11 de YC-UWL precalentados e incubacion durante una noche a 30 °C con agitacién
Dia 4: sedimentacion de células y lavado con 500 pl de YC-WHULK. Sedimentaciéon de células y lavado con 500
ml de SG-Raf-WHULK + 3AT 25 mM. Resuspensién del sedimento final en 10 ml de SG-Raf-WHULK + 3AT 25
mM. Extension de diluciones del total en placas YC-UKWL para comparar con el nimero de transformantes
primarios. Extensién de la suspension de transformacion restante en placas de SG-Raf-WHULK + 3AT 25 mM.

Medio minimo de galactosa sintética (medio de retirada de SG)

1. YNB sin aa y (NH4)2S04: 1,2 g de base nitrogenada de levadura, sin aminoacidos y sulfato de amonio (Difco
N2 0335-15-9); 20 g de bacto-agar; Adicion de H>O hasta 800 ml. Autoclave a 121 °C durante 15 minutos.

2. Sales: 5,4 g de NaOH; 10 g de acido succinico (Sigma N°® S-7501); 5 g de sulfato de amonio (Sigma N° A-
3920).

3. Gal-Raf: 20 g de galactosa; 10 g de rafinosa

Adicién de H>O hasta 100 ml y disolucién de todos los componentes uno por uno. Adicion de galactosa y rafinosa
y H20 para componer un volumen final de 150 ml.

4. MEZCLA de aminoacidos: 5,8 g de NaOH; 1 g de sales de hemisulfato de Adenina; 1 g de L-Arginina HCI
(Sigma N® A-5131); 1 g de L-Cisteina (Sigma N2 C-8277); 1 g de L-Treonina (Sigma N? T-8625); 0,5 g de L-acido
Aspartico (Sigma N® A-4534); 0,5 g de L-Isoleucina (Sigma N2 |-7383) 0,5 g de L-Metionina (Sigma N® M-9625);
0,5 g de L-Fenilalanina (Sigma N® P-5030) 0,5 g de L-Prolina (Sigma N° P-4655); 0,5 g de L-Serina (Sigma N° S-
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5511). Disolucién en 80 ml de H.O
5. L-Tirosina: 0,5 g de L-Tirosina (Sigma N° T-3754); 0,2 g de NaOH; Disolucién en 10 ml por calentamiento.
6. Soluciones de aminoacidos omitidas:

L-Histidina (Sigma N¢ H-9511): H.O 5 g/l

Uracilo (Sigma N? U-0750): H.O 10 g/l (+2 sedimentos de NaOH)
L-Leucina (Sigma N° L-1512): H,O 10 g/l

L-Lisina HCI (Sigma N2 L-1262): HO 10 g/l

L-Triptofano (Sigma N° T-0254): H>O 10 g/1

Anadir a la MEZCLA de aa (4) la soluciéon de L-Tirosina (5) y H2O hasta componer un volumen final de 100 ml.
Esterilizacién por filtrado, separacién en alicuotas y almacenamiento a -20 °C durante hasta 1 afo. Esterilizacioén por
filtrado y separacion en alicuotas individualmente de soluciones de aminoacidos (aa) omitidas (H, W, L, K, U) y
almacenamiento a -20 °C durante hasta 1 afo. Antes de preparar las placas de SG-Raf o los medios mezclando
soluciones apropiadas, los medios deben ajustarse a pH 5,8 y esterilizarse por sales de filtracién + mezcla final de
aa.

Resultados de selecciones de SPLINT-2HY

Ya se ha demostrado que la IACT es un método de seleccién genética que permite el aislamiento de intracuerpos
solubles directamente a partir de secuencias génicas de antigenos (Visintin et al., 2002).

El principal objetivo de la tecnologia de IAC fue desarrollar bibliotecas de scFv intracelulares en un solo tubo de
suficiente tamafo y diversidad para facilitar el aislamiento de anticuerpos de cada especificidad concebible,
incluyendo anticuerpos con alta solubilidad, estabilidad y buena afinidad para expresion intracelular. Un
determinante importante de la composicion y diversidad de este sistema inmunitario in vitro alternativo es la fuente
de genes de anticuerpo usados como componentes basicos para construir la biblioteca. Para cribar la probabilidad
de aislar intracuerpos directamente del repertorio de anticuerpos de ratones primarios los inventores han obtenido
por ingenieria genética una biblioteca de anticuerpos en un solo tubo en un vector de dominio de activacion y lo
ensayado en una estrategia de seleccion de dos hibridos usando un amplio panel de antigenos diferentes.

Los resultados obtenidos de todas las selecciones diferentes han indicado que la biblioteca SPLINT es una buena
fuente de fragmentos de anticuerpo. De hecho, fue posible seleccionar varios scFv contra cada antigeno expuesto a
la tecnologia de IAC. Para algunos antigenos diana fue posible también aislar varios anticuerpos, lo que indica de
este modo que aunque la biblioteca no es muy compleja la diversidad obtenida es aun suficiente para adquirir
reactivos inmunolégicos que reconocen antigenos particulares como por ejemplo proteinas que estan altamente
conservadas entre especies.

Los inventores han demostrado que una pequefia biblioteca que se ha demostrado que esta enriquecida en
anticuerpos funcionales aun puede proporcionar una buena fuente de anticuerpos para expresion ectopica ya que el
método para seleccionar los fragmentos de anticuerpo actia como un embudo de filtracién. SPLINT ha demostrado
que contiene una fuente de anticuerpos superiores estables, presentes de forma natural en repertorios sin
tratamiento previo pero dificil de encontrar si la metodologia usada no esté especializada.

En el formato original, SPLINT-2HY garantiza que los anticuerpos seleccionados son buenos agentes de unién
intracelular pero no puede asegurar los anticuerpos neutralizantes.

Para generar un método que proporcione facilmente anticuerpos neutralizantes, se ha modificado la tecnologia de
IAC y la biblioteca SPLINT para generar un nuevo sistema denominado SPLINT-3HY.

Resultados de las selecciones de 3-HY

En el formato original de la tecnologia de IAC, una interaccién de antigeno de un anticuerpo pone las dos proteinas
hibridas juntas y da como resultado la activacién de los genes indicadores.

En la nueva generacion de la tecnologia, la versién de tres hibridos, se pueden identificar dominios de anticuerpo
que dosifican o anulan interacciones macromoleculares definidas.

Para conseguir la prueba de principio de esa tecnologia se usé SPLINT-3HY para realizar la seleccién de novo de
fragmentos de anticuerpo scFv contra la proteina NF-xB RelA p65.

La NF-xB de mamiferos es una familia de proteinas estructuralmente relacionadas, que incluye p65/Rel1A, que
forma homo y heterodimeros. La regulacion de la expresion génica por la familia de NF-xB/rel de factores de
transcripcion esta controlada principalmente por las proteinas IgB inhibidoras. ElI complejo activo de NF-xB esta
compuesto de homodimeros y heterodimeros de p50, RelA, RelB y c-Rel. Estos complejos se secuestran en el
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citoplasma de IxB. La fosforilacién inducida por sefal extracelular y posterior degradacién de IxB es esencial para la
traslocacion nuclear de NF-xB. NF-xB se une con los elementos de reconocimiento en la region promotora de genes
diana y activa transcripcion. Las proteinas IxB determinan la duracién de la transactivacién por NF-xB. IxBa esta
implicada en la activacion transitoria de NF-kB debido a que se degrada rapidamente tras la estimulacion y se vuelve
a sintetizar por NF-xB activada. La mayoria de los inductores de NF-xB provocan degradacién de IxkBao. La 1kBo de
nueva sintesis secuestra NF-xB en el citoplasma y determina la sefal.

p65 tiene una region rel homéloga que se une a un ADN de estructura bipartita y un dominio de activacién de la
transcripcion C-terminal. Estas dos regiones funcionales estan ligadas por un segmento que contiene una sefial de
transporte nuclear (Chen et al., 2000).

La degradacion de IkB activa esta PKAc que fosforila la subunidad p65 de NF-xB en Ser 276 haciendo que NF-xB
entre en el nacleo transcripcionalmente activo mediante el reclutamiento de la proteina de unién CREB (CBP)/p300
(Zhong et al., 1997; Zhong et al., 1998).

Se cree que los homodimeros de p50 compiten por la unién con el sitio kB con complejos de NF-kB que contienen
subunidades tales como p65 que tienen dominios de transactivacion; sin embargo, es poco probable que este sea su
mecanismo primario de represion, ya que su afinidad por sitios kB clasicos es menor que la de heterodimeros tales
como p50:p65 (Kunsch et al., 1992). Un posible mecanismo que se ha demostrado para otras proteinas de uniéon a
ADN represivas (Glass y Rosenfeld, 2000) es que p50 nuclear puede interaccionar con proteinas inhibidoras
separadas que reclutan complejos correpresores que contienen HDAC para promotores génicos.

El homodimero de la proteina p65 se cotransformd en células de levadura YI595 con la biblioteca de scFv
SPLINT/pSPLINT después del procedimiento a gran escala descrito en (Visintin y Cattaneo, 2001). La biblioteca
cotransformada se extendié en placas de SG-Raf-WHULK +25 mM para permitir la activacién de promotores de Gal
1-10 y la seleccion del plasmido que codifica un scFv que se une con una o ambas proteinas que interaccionan con
p65 debido a la represion del represor de tetraciclina que restaura la transcripcién del gen de His3. La alta eficacia
de la transformacion (2,6e107) obtenida en este experimento aseguré que el rendimiento de los transformantes
primarios era tres veces la complejidad de la biblioteca, por lo tanto la complejidad de la biblioteca asegura que el 95
% de los clones representados en la biblioteca se han examinado (Clarke y Carbon, 1976). Después de tres dias se
seleccionaron 4 clones que crecieron en placas -HIS y se cultivaron en una red de placas -HIS nuevas para una
segunda verificacion de la activacion transcripcional de este gen. Después de 4 dias solamente se puedo rescatar
dos clones de los 4 clones iniciales seleccionados en el primer ciclo de seleccién en placas SG-Raf-WHULK +25
mM. Ambos clones del cribado secundaria se seleccionaron y se cultivaron para el aislamiento de ADN. Se
analizaron plasmidos scFv/pSPLINT aislados por identificacion de huella génica de PCR-BstNI y secuencias. La
conclusion de esta primera parte de los experimentos es que ambos scFv seleccionados de SPLINT-3HY eran
capaces de anular la interaccién entre el dimero p65-p65. Para verificar que los dos scFv aislados también eran
capaces de reconocer p65 como un monémero ambos fragmentos de anticuerpo se clonaron en fusiéon con VP16 en
| vector pLINKER220.

ETAPA 4: ;son los scFv aislados anti p65 agentes de union para monémeros p65?

Construccion del plasmido anti p65 (A1 y A2)/pLinker220. Se subclonaron fragmentos scFv anti p65 en
pLinker220 entre los sitios de restriccién BssHII-Nhel.

Como se muestra en la figura 23 el clon A2 presenta una interaccién positiva con el monémero p65, lo que indica de
este modo su especificidad con la proteina diana.

Por el contrario, el clon A1 solamente fue capaz de reconocer el dominio de unién a ADN reconocido lexA. Aunque
el clon A1 resulta ser especifico para la proteina lexA | resultado obtenido indica que scFvAl es probablemente
capaz de inhibir el dominio de unién a p65 o el dominio de unién a ADN de p65 de una manera no convencional o
por impedimento estérico.

Se clon6 posteriormente scFv A2 en el vector de expresién de mamiferos scFvexcyto-SV5.

ETAPA 5: estudios de células de mamifero in vivo

Construccion del plasmido anti p65A2/scFvexcyto-SV5. Se subclonaron fragmentos scFv anti p65 en
scFvexcyto-Sv5 entre los sitios de restriccion BssHII-Nhel.

Se expres6 A2 anti p65 en la linea celular HEK como una proteina citoplasmatica sin lider. Las células transfectadas
presentan una tincion intracelular difusa, tipica de la proteina citoplasmatica soluble (véase figura 24).

Para evaluar si la inhibicién de A2 anti p65 interfiere con la asociacién fisica entre el dimero de p65 y p50, se llevo a
cabo un experimento de coinmunoprecipitacion (Figura 25). La Figura 25 muestra los controles (carril 1-3-5- p65 y
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p50 expresados por HEK en no transfectado (c), transfectado con anti p65 (carril 3) y transfectado con un scFv
irrelevante (carril 5) inmunotefido con anti p65 (parte superior de la imagen) e inmunotefiido con un anti p50 (parte
inferior). El carril 4 muestra la banda coinmunoprecipitada correspondiente al monémero de p65 (parte superior) y la
proteina p50 (parte inferior). La conclusion para este experimento es que anti p65 es capaz de reconocer p65
enddgeno en lineas celulares HEK. En este experimento también interaccioné la proteina p50 con p65 indicando de
este modo que la interaccion entre anti p65 y p65 no interfiere con los sitios de unién naturales de p65 y p50.
También se expuso SPLINT-3HY a un panel de pares de interaccién (véase Tabla IV). De cada estrategia de
seleccidn se aislaron varios anticuerpos neutralizantes (datos o mostrados) indicando de este modo que la estrategia
de SPLINT-3HY deberia proporcionar una metodologia robusta para dilucidar los mecanismos celulares en
numerosos campos, particularmente importantes en el area de la transduccién de sehales. La evaluacion de la
funcién génica puede realizarse usando las herramientas de anulacién proteica incluyendo péptidos, aptameros y
anticuerpos. Estos enfoques se han sustituido por la tecnologia de anticuerpos intracelulares, que muestra muchas
mas potencia para la investigacion de la funcion proteica que las técnicas enumeradas anteriormente. De hecho
puede bloquear o estabilizar las interacciones macromoleculares, modular la funcién enzimatica ocluyendo un sitio
activo, secuestrando el sustrato o fijando la enzima en una conformacion activa o inactiva. Pueden desviar proteinas
de sus compartimentos celulares habituales, dirigirse especificamente a una versibn modificada
posttraducionalmente de una proteina dada (incluyendo heterodimerizacion), pueden dirigirse especificamente a la
localizacién subcelular de una proteina dada, y finalmente pueden dirigirse selectivamente a antigenos no proteicos.

SPLINT-3HY no solamente proporciona una buena fuente de anticuerpos estables sino que también proporciona en
una etapa de seleccién una buena fuente de anticuerpos intracelulares y neutralizantes, convirtiéndose de este
modo en la primera estrategia de seleccion basada en anticuerpos elaborada con este fin.

Tabla IV. Panel de pares de interaccion usados para seleccion de SPLINT-3HY

Ligando de proteina x  Ligando de proteina y

p65 RelA p65 RelA

p65 RelA p50 NF-xB1

S amiloide aa. 1-42 B amiloide aa.1-42
JX-TK TrkA PTB p66 Shc
Sinucleina Sinfilina

Biblioteca basada en el armazén de secuencia consenso

Se llevara a cabo un refinamiento adicional de la biblioteca SPLINT con el estudio de secuencias de scFv aisladas
por IACT.

Se ha observado que el conjunto de anticuerpos seleccionado con esas tecnologias se caracteriza por varios restos
altamente conservativos. Estos restos criticos representan una especie de marca que identifica los anticuerpos
capaces de expresarse en el ambiente intracelular por una multitud de scFv que de otro modo serian incapaces de
actuar en el. La tecnologia IACT combinada con SPLINT también es capaz de seleccionar el scFv que posee una
secuencia Optima muy similar a una secuencia consenso presente en la base de datos de inmunoglobulinas
presentes en la naturaleza. A medida que crece la base de datos de anticuerpos intracelulares seleccionados con
esta tecnologia, se reducira el nimero de restos conservados. Sera por lo tanto posible conseguir un armazén
genérico final en el que puede desarrollarse por ingenieria genética una biblioteca de anticuerpos para uso
intracelular. Esto permitira la creacion de una biblioteca compatible con la baja capacidad de transformacion de la
levadura y, de forma mas general, una biblioteca de fagémidos o fagos de scFv altamente estables que son
funcionales para la expresién en cualquier ambiente celular o no celular. Puede concluirse que tanto IACT como
SPLINT son dos tecnologias con la capacidad de superar su potencial intrinseco y por lo tanto crear bibliotecas cada
vez mas sofisticadas y validadas.

Secuencias:

URAS3 (marcador nutricional que codifica la enzima orotidin-5’ fosfato descarboxilasa. Esta enzima es activa en la
ultima etapa de la biosintesis del uracilo y es responsable de la conversién del compuesto C en uracilo).
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ATGTCGAAAGCTACATATAAGGAACGTGCTIGCTACTCATCCTAGTCCTGTTGCTGCCAAGCTAT
TTAATATCATGCACGAAAAGCAAACAAACTTIGTGTGCTTCATTGGATGTTCGTACCACCAAGG
AATTACTGGAGTTAGTTGAAGCATTAGGTCCCAAAATTIGITTACTAAAAACACATGTGGATA
TCTIGACTGATITTTCCATGGAGGGCACAGTTAAGCCGCTAAAGGCATTATCCGCCAAGTACA
ATTTITTACTCTTCGAAGACAGAAAATTTGCTGACATTGGTAATACAGTCAAATTGCAGTACTC
TGCGGGTGTATACAGAATAGCAGAATGGGCAGACATTACGAATGCACACGGTGTGGTGGGCC
CAGGTATTGTTAGCGGTTTGAAGCAGGCGGCAGAAGAAGTAACAAAGGAACCTAGAGGCCTT
TTGATGTTAGCAGAATTGTCATGCAAGGGCTCCCTATCTACTGGAGAATATACTAAGGGTACT
GTTGACATTGCGAAGAGCGACAAAGATTTTGTITATCGGCTTT ATTGCTCAAAGAGACATGGGT
GGAAGAGATGAAGGTTACGATTGGTTGATTATGACACCCGGTGTGGGTTITAGATGACAAGGG
AGACGCATTGGGTCAACAGTATAGAACCGTGGATGATGTGGTCTCTACAGGATCTGACATTAT
TATTGTTGGAAGAGGACTATTTGCAAAGGGAAGGGATGCTAAGGTAGAGGGTGAACGTTACA
GAAAAGCAGGCTGGGAAGCATATTTGAGAAGATGCGGCCAGCAAAACTAA

TRP1 (marcador nutricional que codifica la enzima N-(5-fosforibosil) antranilato isomerasa. Esta enzima se
encuentra en la pendltima etapa del triptéfano).

ATGTCTGTTATTAATTTCACAGGTAGTTCTGGTCCATTGGTGAAAGITTGCGGCTTGCAGAGCA
CAGAGGCCGCAGAATGTGCTCTAGATTCCGATGCTGACTTGCTGGGTATTATATGTGTGCCCA
ATAGAAAGAGAACAATTGACCCGGTTATTGCAAGGAAAATTTCAAGTCTTGTAAAAGCATATA
AAAATAGTTCAGGCACTCCGAAATACTTGGTTIGGCGTGTTTCGTAATCAACCTAAGGAGGATG
TTITTGGCTCTGGTCAATGATTACGGCATTGATATCGTCCAACTGCATGGAGATGAGTCGTGGCA
AGAATACCAAGAGTTCCICGGTTTGCCAGTTATTAAAAGACTCGTATTITCCAAAAGACTGCAA
CATACTACTCAGTGCAGCTTCACAGAAACCTCATTCGTTITATTCCCTTGTTTGATICAGAAGCA
GOTGGGACAGGTGAACTITTGGATTGGAACTCGATTTCTGACTGGGTIGGAAGGCAAGAGAGC
CCCGAAAGCTTACATTTITATGTTAGCTGGTGGACTGACGCCAGAAAATGTTGGTGATGCGCTT
AGATTAAATGGCGTTATTGGTGTTGATGTAAGCGGAGGTGTGGAGACAAATGGTGTAAAAGA
CTCTAACAAAATAGCAAATTTCGTCAAAAATGCTAAGAAATAG

LEU2 (un marcador nutricionalmente esencial que codifica la enzima S-isopropilamato deshidrogenasa. Leu3 es
un regulador positivo de los 3 genes para la biosintesis de leucina y se piensa que activa la expresién de los
genes para isoleucil-valina ILV2 e ILV5).
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ATGTCTGCCCCTATGTCTGCCCCTAAGAAGATCGTCGTTTTGCCAGGTGACCACGTTGGTCAAG
AAATCACAGCCGAAGCCATTAAGGTTCTTAAAGCTATTICTGATGTTCGTTCCAATGTCAAGTT
CGATTTCGAAAATCATTTAATTGGTGGTGCTGCTATCGATGCTACAGGTGTCCCACTTCCAGAT
GAGGCGCTGGAAGCCTCCAAGAAGGTTGATGCCGTTITTGTTAGGTGCTGTGGCTGGTCCTAAA
TGGGGTACCGGTAGTGTTAGACCTGAACAAGGTTTACTAAAAATCCGTAAAGAACTTCAATTG
TACGCCAACTTAAGACCATGTAACTTTGCATCCGACTCTCTTTTAGACTTATCTCCAATCAAGC
CACAATTTGCTAAAGGTACTGACTTCGTTGTTGTCAGAGAATTAGTGGGAGGTATTTACTTTGG
TAAGAGAAAGGAAGACGATGGTGATGGTGTCGCTTGGGATAGTGAACAATACACCGTTCCAG
AAGTGCAAAGAATCACAAGAATGGCCGCTTTCATGGCCCTACAACATGAGCCACCATTGCCTA
TITGGTCCTTGGATAAAGCTAATCTTTITGGCCTCTTCAAGATTATGGAGAAAAACTGTGGAGG
AAACCATCAAGAACGAATTCCCTACATTGAAGGTTCAACATCAATTGATTGATTCTGCCGCCA
TGATCCTAGTTAAGAACCCAACCCACCTAAATGGTATTATAATCACCAGCAACATGTTITGGTG
ATATCATCTCCGATGAAGCCTCCGTTATCCCAGGTTCCTTGGGTTTIGTTGCCATCTGCGTCCITG
GCCT C'ITI‘GCCAGACAAGAACACCGCA’I'ITGG’I’I'I’GTACGA.ACCATGCCACGG'I"I‘C’I‘ GCTCCAG
ATTTGCCAAAGAATAAGGTTGACCCTATCGCCACTATCTTGTCTGCTGCAATGATGTTGAAATT
GTCATTGAACTTGCCTGAAGAAGGTAAGGCCATTGAAGATGCAGTTAAAAAGGTTTITGGATGC
AGGTATCAGAACTGGTGATTITAGGTGGTTCCAACAGTACCACCGAAGTCGGTGATGCTGTCGC
COAAGAAGTTAAGAAAATCCTTGCTTAA

HIS3 (marcador nutricional que codifica la enzima imidazolglicerol fosfato deshidratasa. Esta enzima esta
implicada en el ciclo de regulacion de la biosintesis de histidina).

ATGACAGAGCAGAAAGCCCTAGTAAAGCOGTATTACAAATGAAACCAAGATTCAGATTGCGAT
CTCTTTAAAGGGTGGTCCCCTAGCGATAGAGCACTCGATCTTCCCAGAAAGAGGCAGAAGCAG
TAGCAGAACAGGCCACACAATCGCAAGTGATTAACGTCCACACAGGTATAGGGTTTCTGGACC
ATATGATACATGCTCTGGCCAAGCATTCCGGCTGGTCOCTAATCGTTGAGTGCATTGGTGACTT
ACACATAGACGACCATCACACCACTGAAGACTGCGGGATTGCTCTCOGGTCAAGCTTTITAAAGA
GGCCCTAGGGGCCGTGCGTGGAGTAAAAAGGTTTGGATCAGGATTTGCGCCTTTGGATGAGGC
ACTTTCTAGAGCGGTGGTAGATCITTCGAACAGGCCGTACGCAGTTGTCCGAACTTGGTITGCA
AAGGGAGAAAGTAGGAGATCTCICTTGOGAGATGATCCCGCATTTTCTTGAAAGCTTTGCAGA
GOCTAGCAGAATTACCCTCCACGTTGATTGTCTGCGAGGCAAGAATGATCATCACCGTAGTGA
GAGTGCGTTCAAGGCTCTTGCGGTTGCCATAAGAGAAGCCACCTCGCCCAATGGTACCAACGA
TGTTCCCTCCACCAAAGGTGTTCITATGTAG

LYS2 (marcador nutricional que codifica la enzima a-aminoadipico semialdehido. Se piensa que el producto de la
reaccion controlada por LYS2 actiia como un co-inductor junto con el producto LYS14 para estimular la expresion
de numerosos genes implicados en el mismo ciclo).
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ATGACTAACGAAAAGGTCTGGATAGAGAAGTTGGATAATCCAACTCTITCAGTGTTACCACAT
GACTTTITTACGCCCACAACAAGAACCTTATACGAAACAAGCTACATATTCGTTACAGCTACCT
CAGCTCGATGTGCCTCATGATAGTTTITTCTAACAAATACGCTGTCGCTTTGAGTGTATGGGCTG
CATTGATATATAGAGTAACCGGTGACGATGATATTGTTCTTTATATTGCGAATAACAAAATCTT
AAGATTCAATATTCAACCAACGTGGTCATTTAATGAGCTGTATTCTACAATTAACAATGAGTTG
AACAAGCTCAATTCTATTGAGGCCAATTTITCCTITGACGAGCTAGCTGAAAAAATTCAAAGTT
GCCAAGATCTGGAAAGGACCCCTCAGTIGITCCGTTTGGOCTTTITGGAAAACCAAGATTTCA
AATTAGACGAGTTCAAGCATCATTTAGTGGACTTTGCTTTGAATTTGGATACCAGTAATAATGC
GCATGTTTTGAACTTAATTTATAACAGCTTACTGTATTCGAATGAAAGAGTAACCATTGTTGCG
GACCAATTTACTCAATATITGACTGCTGCGCTAAGCGATCCATCCAATTGCATAACTAAAATCT
CTCTGATCACCGCATCATCCAAGGATAGTTTACCTGATCCAACTAAGAACTTGGGCTGGTGCG
ATTTCGTGGGGTGTATTCACGACATTTICCAGGACAATGCTGAAGCCTTCCCAGAGAGAACCT
GTGTTGTGGAGACTCCAACACTAAATTCCGACAAGTCCCGTTCTTTCACTTATCGCGACATCAA
CCGCACTTCTAACATAGTTGCCCATTATTTGATTAAAACAGGTATCAAAAGAGGTGATGTAGT
GATGATCTATTCTTCTAGGGGTGTGGATTTGATGGTATGTGTGATGGGTGTCTTGAAAGCCGGC
GCAACCTTTTCAGTTATCGACCCTGCATATCCCCCAGCCAGACAAACCATTTACTTAGGTGTTG
CTAAACCACGTGGGTIGATTGTTATTAGAGCTGCTGGACAATTGGATCAACTAGTAGAAGATT
ACATCAATGATGAATTGGAGATTGTTTCAAGAATCAATTCCATCGCTATTCAAGAAAATGGTA
CCATTGAAGGTGGCAAATTGGACAATGGCGAGGATGTTTTGGCTCCATATGATCACTACAAAG
ACACCAGAACAGGTGTTGTAGTTGGACCAGATTCCAACCCAACCCTATCTTTCACATCTIGGTTC
CGAAGGTATTCCTAAGGGTGTICTTGGTAGACATTITTCCTTGGCTTATTATTTCAATTGGATGT
CCAAAAGGTTCAACTTAACAGAAAATGATAAATTCACAATGCTGAGCGGTATTGCACATGATC
CAATTCAAAGAGATATGTTTACACCATTATTTTTAGGTGCCCAATTGTATGTCCCTACTCAAGA
TGATATTGGTACACCGGGCCGTITAGCGGAATGGATGAGTAAGTATGGTTGCACAGTTACCCA
TITAACACCTGCCATGGGTCAATTACTTACTGCCCAAGCTACTACACCATTCCCTAAGTTACAT
CATGCGTTCTTTGTGGGTGACATTTTAACAAAACGTGATTGTCTGAGGTTACAAACCTTIGGCAG
AAAATTGCCGTATTGTTAATATGTACGGTACCACTGAAACACAGCGTGCAGTTTICTTATITCGA
AGTTAAATCAAAAAATGACGATCCAAACTTTTTGAAAAAATTGAAAGATGTCATGCCTGCTGG
TAAAGGTATGTTGAACGTTCAGCTACTAGTTGTTAACAGGAACGATCGTACTCAAATATGTGG
TATTGGCGAAATAGGTGAGATTTATGTTCGTGCAGGTGGTTIGGCCGAAGGTTATAGAGGATT
ACCAGAATTGAATAAAGAAAAATTTGTGAACAACTGGTTTGTTGAAAAAGATCACTGGAATTA
TTIGGATAAGGATAATGGTGAACCTTGGAGACAATTICTGGTTAGGTCCAAGAGATAGATTGTA
CAGAACGGGTGATTTAGGTCGTTATCTACCAAACGGTGACTGTGAATGTTGCGGTAGGGCTGA
TGATCAAGTTAAAATTCGTGGGTTCAGAATCGAATTAGGAGAAATAGATACGCACATTITCCCA
ACATCCATTGGTAAGAGAAAACATTACTTTAGTICGCAAAAATGCCGACAATGAGCCAACATT
GATCACATTTATGGTCCCAAGATTTGACAAGCCAGATGACTTGTCTAAGTTCCAAAGTGATGTT
CCAAAGGAGGTTGAAACTGACCCTATAGTTAAGGGCTTAATCGGTTACCATCTITTATCCAAG
GACATCAGGACTTTCTTAAAGAAAAGATTGGCTAGCTATGCTATGCCTICCTTGATTGTGGTTA
TGGATAAACTACCATTGAATCCAAATGGTAAAGTTGATAAGCCTAAACTTCAATTCCCAACTC
CCAAGCAATTAAATTTGGTAGCTGAAAATACAGTTTCTGAAACTGACGACTCTCAGTTTACCA
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ATGTTGAGCGCGAGGTTAGAGACTTATGGTTAAGTATATTACCTACCAAGCCAGCATCTGTAT
CACCAGATGATTCGTTTTTCGATTTAGGTGGTCATTCTATCTITGGCTACCAAAATGATTTTTACC
TTAAAGAAAAAGCTGCAAGTTGATTTACCATTGGGCACAATTITCAAGTATCCAACGATAAAG
GCCTTTGCCGCGGAAATTIGACAGAATTAAATCATCGGGTGGATCATCTCAAGGTGAGGTCGTC
GAAAATGTCACTGCAAATTATGCGGAAGACGCCAAGAAATTGGTTGAGACGCTACCAAGTTC
GTACCCCTCTCGAGAATATTTTGTITGAACCTAATAGTGCCGAAGGAAAAACAACAATTAATGT
GTTTGTTACCGGTGTCACAGGATTICTGGGCTCCTACATCCTTGCAGATITGTTAGGACGTTICT
CCAAAGAACTACAGTTITCAAAGTGTITTGCCCACGTCAGGGCCAAGGATGAAGAAGCTGCATTT
GCAAGATTACAAAAGGCAGGTATCACCTATGGTACTTGGAACGAAAAATTTGCCTCAAATATT
AAAGTTGTATTAGGCGATTITATCTAAAAGCCAATTTGGTCTTTICAGATGAGAAGTGGATGGAT
TTGGCAAACACAGTTGATATAATTATCCATAATGGTGCGTTAGTTCACTGGGTTTATCCATATG
CCAAATTGAGGGATCCAAATGTTATTTCAACTATCAATGTTATGAGCTTAGCCGCCGTCGGCA
AGCCAAAGTTCTTITGACTTIGTTTCCTCCACTTICTACTCTTGACACTGAATACTACTTTAATTIG
TCAGATAAACTTIGTTAGCGAAGGGAAGCCAGGCATTITAGAATCAGACGATTTAATGAACTCT
GCAAGCGGGUTCACTGOTGGATATGGTCAGTCCAAATGGGCTGCTGAGTACATCATTAGACGT
GCAGGTGAAAGGGGCCTACGTGGGTGTATTGTCAGACCAGGTTACGTAACAGGTGCCTCTGCC
AATGGTTCTTCAAACACAGATGATITCITATTIGAGATITTITGAAAGGTTCAGTCCAATTAGGTA
AGATTCCAGATATCGAAAATTCCGTGAATATGGTICCAGTAGATCATGTTGCTCGTGTTGTTGT
TGCTACGTCTTTGAATCCTCCCAAAGAAAATGAATTGGCCGTTGCTCAAGTAACGGGTCACCC
AAGAATATTATTCAAAGACTACTTGTATACTTTACACGATTATGGTTACGATGTCGAAATCGA
AAGCTATTCTAAATGGAAGAAATCATTGGAGGCGTCTGTTATIGACAGGAATGAAGAAAATGC
GTITGTATCCTTTGCTACACATGGTCTTAGACAACTTACCTGAAAGTACCAAAGCTCCGGAACTA
GACGATAGGAACGCCGTGGCATCTTTAAAGAAAGACACCGCATGGACAGGTGTTGATTGGTCT
AATGGAATAGGTGTTACTCCAGAAGAGGTTIGGTATATATATTGCATITITAAACAAGGTTGGA
TITITACCTCCACCAACTCATAATGACAAACTTCCACTGCCAAGTATAGAACTAACTCAAGCGC
AAATAAGTCTAGTTGCTTCAGGTGCTGGTGCTCGTGGAAGCTCCGCAGCAGCTTA

KAN (resistencia a antibiéticos: es una aminoglucosidasa que actla sobre la sintesis de proteinas uniéndose a la
subunidad 30S del ribosoma para impedir el inicio del complejo con el ARNm. También puede causar un error de
lectura del mensajero, lo que conduce a la formacién de un péptido sin sentido. Otra funcién importante de la
aminoglucosidasa es aumentar la permeabilidad de la membrana).

ATGATTGAACAAGATGGATTGCACGCAGGTTCTCCGGCCGCTTGGGTGGAGAGGCTATTCGGC
TATGACTGGGCACAACAGACAATCGGCTGCTCTGATGCCGCCGYTGTTCCGGCTGTCAGCGCAG
GGGCGCCCGGTTCTTITITGTCAAGACCGACCTGTCCGGTGCCCTGAATGAACTCCAAGACGAG
GCAGCGCGGCTATCGTGGCTGGCCACGACGGGCGTTCCTTGCGCAGCTGTGCTCGACGTTGTC
ACTGAAGCGGGAAGGGACTGGCTGCTATTGGGCGAAGTGCCGGGGCAGGATCTCCTIGTCATCT
CACCTTGCTCCTGCCGAGAAAGTATCCATCATGGCTGATGCAATGCGGCGGCTGCATACGCTT
GATCCGGCTACCTGCCCATTCGACCACCAAGCGAAACATCGCATCGAGCGAGCACGTACTCGG
ATGGAAGCCGGTCTTGTCGATCAGGATGATCTGGACGAAGAGCATCAGGGGCTCGCGCCAGC
CGAACTGTTCGCCAGGCTCAAGGCGCGGATGCCCCGACGGCGAGGATCTCGTCGTGACCCATGG
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CGATGCCTGCTTGCCGAATATCATGGTGGAAAATGGCCGCTTTTCTGGATTCATCGACTGTGGC
CGGCTGGGTGTGGCGGACCGCTATCAGGACATAGCGTTGGCTACCCGTGATATTGCTGAAGAG
CTTGGCGGCGAATGGGCTGACCGCTTCCTCGTGCTTITACGGTATCGCCGCTCCCGATTCGCAGC
GCATCGCCTTCTATCGCCTTCTITGACGAGTTCTTCTGA

BLA (p-lactamasa: resistencia a antibioticos. El producto de este gen inhibe determinadas enzimas implicadas en

la sintesis de la pared celular bacteriana. La flactamasa hidroliza la Alactama contenido en el antibidtico
ampicilina).

ATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTITTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTITT
GCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGATCAGTTIGGGTGCACGAGTGGG
TTACATCGAGCTGGATCTCAACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTITCGCCCCGAAGAACGTTT
TCCAATGATGAGCACTTTTAAAGTTCTGCTATGTGGTGCGGTATTATCCCGTGTTGACGCCGGG
CAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACITGGTIGAGTACTCACCAGTC
ACAGAAAAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCAT
GAGTGATAACACTGCGGCCAACTTACTTCTGACAACGATCGGAGGACCGAAGGAGCTAACCG
CTITTTTTGCACAACATGGGGGATCATGTAACCCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATG
AAGCCATACCAAACGACGAGCGTGACACCACGATGCCTGCAGCAATGGCAACAACGTTGCGC
AAACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAATAGACTGGATGGAG
GOGGATAAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTITCCGGCTGGCTGGTITATTGCTGATA
AATCTGGAGCCGGTGAGCGTGGATCTCGCGGTATCATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGC
CCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAACGAAATAGAC
AGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAA

CAM (resistencia a antibiéticos: el producto de este gen actia uniéndose a la subunidad 50S del ribosoma,
blogueando por tanto la formacion la unidén peptidica e inhibiendo la actividad de la peptidil transferasa. Es un
fuerte inhibidor de la sintesis de proteinas en células eucariotas).

ATGGAGAAAAAAATCACTGGATATACCACCGTTGATATATCCCAATGGCATCGTAAAGAACAT
TITGAGGCATTTCAGTCAGTTGCTCAATGTACCTATAACCAGACCGTTCAGCTGGATATTACGG
CCTTTTTAAAGACCGTAAAGAAAAATAAGCACAAGTTITTATCCGGCOCTITATTCACATICTTGC
CCGCCTGATGAATGCTCATCCGGAATTTCGTATGGCAATGAAAGACGGTGAGCTGGTGATATG
GGATAGTGTTCACCCTTGTTACACCGTTTTCCATGAGCAAACTGAAACGTTTTCATCGCTCTGG
AGTGAATACCACGACGATTTCCGGCAGTTTCTACACATATATTCGCAAGATGTGGCGTGTTAC
GGTGAAAACCTIGGCCTATTITCCCTAAAGGGTTTATTGAGAATATGTTTTTCGTCTCAGCCAATC
CCTGGGTGAGTTTCACCAGTTTITGATTTAAACGTGGCCAATATGGACAACTTCTTCGCCCCCGT
TTTCACCATGGGCAAATATTATACGCAAGGCGACAAGGTGCTGATGCCGCTGGCGATTCAGGT
TCATCATGCCGTTTIGTGATGGCTTCCATGTCGGCAGAATGCTTAATGAATTACAACAGTACTGC
GATGAGTGGCAGGGCGGGGCGTAA

Tet R (resistencia a antibiéticos: inhibe la unién de la aminoacil ARNt a la subunidad 30S del ribosoma en
bacterias).
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ATAGTGATGGCACGACTAAGCTTGGACGACGTAATTTCAATGGCGCTCACCCTGCTGGACAGC
GAAGGGCTAGAGGGCTTGACTACGCGTAAGCTGGCGCAGTCCCTAAAAATTGAGCAACCGAC
TCTGTATTGGCACGTGCGCAACAAGCAGACTCTTATGAACATGCTTTCAGAGGCAATACTGGC
GAAGCATCACACCCGTTCAGCACCGTTACCGACTGAGAGTTGGCAGCAGTTTCTCCAGGAAAA
TGCTCTGAGTTTCCGTAAAGCATTACTGGTCCATCGTGATGGAGCCCGATTGCATATAGGGAC
CTCTCCTACGCCCCCCCAGTITGAACAAGCAGAGGCGCAACTACGCTGTCTATGCGATGCAGG
GTTTTCGGTCGAGGAGGCTCTTITCATTICTGCAATCTATCAGCCATTTTACGTTGGGTGCAGTA
TTAGAGGAGCAAGCAACAAACCAGATAGAAAATAATCATGTGATAGACGCTGCACCACCATT
ATTACAAGAGGCATTTAATATTCAGGCGAGAACCTCTGCTGAAATGGCCTTCCATTTICGGGCT
GAAATCATTAATATTITGGATTTTCTGCACAGTTAGATGAAAAAAAGCATACACCCATTGAGGA
TGGTAATAAATGA

G418-Neomicina (resistencia a antibiéticos. Es una aminoglucésido fosfotransferasa. Se usa en vectores de
eucariotas, mamiferos y levaduras).

ATGAGCCATATTCAACGGGAAACGTCTTGCTCGAGGCCGCGATTAAATTCCAACATGATGCTG
ATTTATATGGGTATAAATGGGCTCGCGATAATGTCGGGCAATCAGGTGCACAATCTATCGATT
GTATGGGAAGCCCGATGCGCCAGAGTTGTTTCTGAAACATGGAAAGGTAGCGTTGCCAATGAT
GTTACAGATGAGATGGTCAGACTAAACTGGCTGACGAATTTATGCCTCTTCCGACCATCAAGC
ATTTTATCCGTACTCCTGATGATGCATGGTACTCACCACTGCGATCCCOGGGAAAACAGCATTC
CAGGTATTAGAAGAATATCCTGATCAGGTGAAAATATTGTTGATGCGCTGGCAGTGTTOCTGC
GCCGGTTGCATTCGATCCTGTTTGTAATTGTCCTTITAACAGOGATCGCGTATTTCGTCTCGCTC
AGGCGCAACACGAATGAATAACGGTTTGGTTGATGCGAGTGATTTTGATGACGAGCGTAATGG
CGGCCTGTIGAACAAGTCTGGAAAGAAATGCATAAGCTTITTGCCATTCTCACCGGATTAGTCG
TCACTCATGGTGATTTCTCACTTGATAACCTTATTTITGACGAGGGGAAATTATAGGTTIGTATT
GATGTTGGACGAGTCGGAATCGCAGACCGATACCAGGATCTTGCCTCCTATGGAACTGCCTCG
GTGAGTTTITCTCCTTCATTACAGAAACGGCTTITICAAAATATGGTATTGATAATCCTGATATG
AATAAATTGCAGTTTCATITGATGCTCGATGAGTTTTICTA

Co1E1 (origen de replicacion en E. coli)
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CTGTCAGACCAAGTTTACTCATATATACTTTAGATTGATTITAAAACTTCATTTITAATITAAAA
GGATCTAGGTGAAGATCCTTITTGATAATCTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTTTTCGTT
CCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGATCCTTITTITCIGCGC
GTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGITTGTTITGCCGGATCAA
GAGCTACCAACTCTTITTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTC
CTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCG
CTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCITACCGGGTTGGA
CTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACAC
AGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAA
AGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAAC
AGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTT
TCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAA

AAACGCCAGCAACGCGGCCTTITTACGGTTCCTGGCCTTTIGCTGGCCTTTIGCTCACATGTTC
TITCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTIGAGTGAGCTGATACCG
CTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGA

2 U, (origen de replicacién en S. cerevisiae)

CATTTAAGCATAAACACGCACTATGCCGTTCTTCTCATGTATATATATATACAGGCAACACGCA
GATATAGGTGCGACGTGAACAGTGAGCTGTATGTGCGCAGCTCGCGTTGCATITTCGGAAGCG
CTCGTTTTCGGAAACGCTTTGAAGTTCCTATTCCGAAGTTCCTATTCTCTAGCTAGAAAGTATA
GGAACTTCAGAGCGCTTITTGAAAACCAAAAGCGCTCIGAAGACGCACTTTCAAAAAACCAAA
AACGCACCGGACTGTAACGAGCTACTAAAATATTGCGAATACCGCTTCCACAAACATTGCTCA
AAAGTATCTCTITGCTATATATCTCTGTGCTATATCCCTATATAACCTACCCATCCACCTTITCGC
TCCTTGAACTTGCATCTAAACTCGACCTCTACATTITITTATGTTTATCTCTAGTATTACTCTITA
GACAAAAAAATTGTAGTAAGAACTATTCATAGAGTGAATCGAAAACAATACGAAAATGTAAA
CATTTCCTATACGTAGTATATAGAGACAAAATAGAAGAAACCGTTCATAATTITCTGACCAAT
GAAGAATCATCAACGCTATCACTTTICTGTTCACAAAGTATGCGCAATCCACATCGGTATAGAA
TATAATCGGGGATGCCTTTATCTTGAAAAAATGCACCCGCAGCTTCGCTAGTAATCAGTAAAC
GCGGGAAGTGGAGTCAGGCTTTTTITATGGAAGAGAAAATAGACACCAAAGTAGCCTTCTTCT
AACCTTAACGGACCTACAGTGCAAAAAGTTATCAAGAGACTGCATTATAGAGCGCACAAAGG
AGAAAAAAAGTAATCTAAGATGCTITGTTAGAAAAATAGCGCTCTCGGGATGCATTTTTIGTAG
AACAAAAAAGAAGTATAGATTCTTTGTIGGTAAAATAGCGCTCTCGCGTTGCATTICTGTTCTG
TAAAAATGCAGCTCAGATTICTTTGTTTGAAAAATTAGCGCTCTCGCGTTGCATTTTTGTTITAC
AAAAATGAAGCACAGATTCTITCGTTIGGTAAAATAGCGCTTTICGCGTIGCATTTICTGTTCTIGTAA
AAATGCAGCTCAGATTCTTTGTITGAAAAATTAGCGCTCTCGCGTTGCATTTITIGTTCTACAAA
ATGAAGCACAGATGCTTCGTT
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LexA (dominio de unién al ADN)

ATGAAAGCGTTAACGGCCAGGCAACAAGAGGTGTTTGATCTCATCCGTGATCACATCAGCCAG
ACAGGTATGCCGCCOGACGOGTGCGGAAATCGCGCAGCGTTTGGGGTTCCGTTICCCCAAACGCG
GCTGAAGAACATCTGAAGGCGCTGGCACGCAAAGGCGTTATTGAAATTGTTTCCGGCGCATCA
CGCGGGATTCGTCTGTTGCAGGAAGAGGAAGAAGGGTTGCCGCTGGTAGGTCGTGTGGCTGCC
GGTGAACCACTTCTGGCGCAACAGCATATTGAAGGTCATTATCAGGTCGATCCTTCCTTATTCA
AGCCGAATGCTGATTTCCTGCTGCGCGTCAGCGGGATGTCGATGAAAGATATCGGCATTATGG

ATGGTGACTTGCTGGCAGTGCATAAAACTCAGGATGTACGTAACGGTCAGGTCGTIGTCGCAC

GTATTGATGACGAAGTTACCGTTAAGCGCCTGAAAAAACAGGGCAATAAAGTCGAACTGTTGC
CAGAAAATAGCGAGTTTAAACCAATTGTCGTTGACCTTCGTCAGCAGAGCTTCACCATTGAAG

GGCTGGCGGTTGGGGTTATTCGCAACGGCGACTGGCTG

VP16 (dominio de activacién)

CGGCCCCCCCGACCGATGTCAGCCTGGGGGACGAGCTCCACTTAGACGGCGAGGACGTGGCG

ATGGCGCATGCCGACGCGCTAGACGATTTCGATCTGGACATGTTGGGGGACGGGGATTCCCCG
GGGCCGGGATTTACCCCCCACGACTCCGCCCCCTACGGCGCTCTGGATATGGCCGACTTCGAG
TITGAGCAGATGTITACCGATGCCCTTGGAATTGACGAGTACGGTGGG

B4.2 (dominio de activacion)

ATGGGTGCTCCTCCAAAAAAGAAGAGAAAGGTAGCTGGTATCAATAAAGATATCGAGGAGTG

CAATGCCATCATTGAGCAGTITATCGACTACCT! G‘CGCACCGGACAGGAGATGCCGATGGAAAT
GGCGGATCAGGCGATTAACGTGGTGCCGGGCATGACGCCGAAAACCATTCTTICACGCCGGGCC
GCCGATCCAGCCTGACTGGCTGAAATCGAATGGTTTTCATGAAATTGAAGCGGATGTTAACGA

TACCAGCCTCTTGCTGAGTGGAGATGCCTCCTACCCTTATGA

prom ADH1 (promotor)

ATGAAAGCGTTAACGGCCAGGCAACAAGAGGTGTITGATCTCATCCGTGATCACATCAGCCAG
ACAGGTATGCCGCCGACGCGTGCGGAAATCGCGCAGCGTTTGGGGTTCCGTTCCCCAAACGCG
GCTGAAGAACATCTGAAGGCGCTGGCACGCAAAGGCGTTATTGAAATTGTITCCGGCGCATCA
CGCGGATTCGTCTGTTGCAGGAAGAGGAAGAAGGGTTGCCGCTGGTAGGTCGTGTGGCTGCCG
GTGAACCACTTCTGGCGCAACAGCATATTGAAGGTCATTATCAGGTCGACCTTCCTTATTCAAG
CCGAATGCTGATTTCCTGCTGCGCGTCAGCGGGATGTCGATGAAAGATATCGGCATTATGGAT
GGTGACTTGCTGGCAGTGCATAAAACTCAGGATGTACGTAACGGTCAGGTCGTTGTCGCACGT
ATTGATGACGAAGTTACCGTTAAGCGCCTGAAAAAACAGGGCAATAAAGTCGAACTGTTGCC
AGAAAATAGCGAGTTTAAACCAATTGTCGTAGATCTTCGTCAGCAGAGCTTCACCATTGAAGG
GCI‘GGCGG’[‘TGGGGTTA’ITCGCAACGGCGACT GGCTGGAATTCCCGGGGATCCGTCGACCATG
GCGGCCGCTCGAGTCGACCTGCAGCCAAGCTAATTCOGGGCGAATTTCTTATGATTTATGA

39



10

15

ES 2526612713

GAL1-10 promotor bidireccional (promotor bidireccional inducible)

GGATCCCCTITCAAAAATTCTTACTTITITITITGGATGGACGCAAAGAAGTTTAATAATCATAT
TACATGGUCATTACCACCATATACATATCCATATACATATCCATATCTAATCTTACTTATATGTT
GTGGAAATGTAAAGAGCCCCATTATCTTAGCCTAAAAAAACCTTCTCTTTGGAACTTTCAGTA
ATACGCTITAACTGCTCATTGCTATATTGAAGTACGGATTAGAAGCCGCCGAGCGGGTGACAGC
CCTCCGAAGGAAGACTCTCCTCCGTGCGTCCTCGTCTTCACCGGTCGCGTICCTGAAACGCAGA
TGTGCCTCGCGCCGCACTGCTCCGAACAATAAAGATTCTACAATACTAGCTTITATGGTTATGA
AGAGGAAAAATTGGCAGTAACCTGGCCCCACAAACCTTCAAATGAACGAATCAAATTAACAA
CCATAGGATGATAATGCGATTAGTTTITTAGCCTTATTTCTGGGGTAATTAATCAGCGAAGCGA
TGATTTTTGATCTATTAACAGATATATAAATGCAAAAACTGCATAACCACTTTAACTAATACTT
TCAACATTTTCGGTITGTATTACTICTTATICAAATGTAATAAAAGTATCAACAAAAAATTGTIT
AATATACCTCTATACTTTAACGTCAAGGAGAAAAAACCCGGG

prom GAL1 (promotor inducible)

ACGGATTAGAAGCCGCCGAGCGGGTGACAGCCCTCCGAAGGAAGACTCTCCTCCGTGCGTCTT
CGTCTTCACCGGTCGCGTTCCTGAAACGCAGATGTGCCTCGCGCCGCACTGCTCCGAACAATA
AAGATTCTACAATACTAGCTTITTATGGTTATGAAGAGGAAAAATTGGCAGTAACCTGGCCCCA
CAAACCTTCAAATGAACGAATCAAATTAACAACCATAGGATGATAATGCGATTAGTITITTAG
CCTTATTTCTGGGGTAATTAATCAGCGAAGCGATGATTITTGATCTATTAACAGATATATAAAT
GCAAAAACTGCATAACCACTTTAACTAATACTTTCAACATTTITCGGTTTGTATTACTTICTTATIC

AAATGTAATAAAAGTATCAACAAAAAATTGTTAATATACCTCTATACTTTAACGTCAAGGAGA
AAAAACC

term ADH1 (secuencia de terminacion de la transcripcion)

AAGCTTTTCATAGGGTAGGGGAATTTCGGGCATGCCGGTAGAGGTGTGGTCAATAAGAGCGAC
CTCATGCTATACCTGAGAAAGCAACCTGACCTACAGGAAAGAGTTACTCAAGAACAAGAATTT
TCGTTTTAAAACCTAAGAGTCACTTTAAAATTTGTATACACTTATTTTTITTATAACTTATTTAA
TAATAAAAATCATAAATCATAAGAAATTCGCTTATTTAGAAGTGTCAACAACGTATCTACCAA
CGATTTGACCCTTTTCCATCTTITCGTAAATTTCTGGCAAGGTAGACAAGCCGACAACCTTGAT
TGGAGACTTGACCAAACCTCTGGCOGAAGAA GTCCA

term ADH2 (secuencia de terminacion de la transcripcion)

GAATTCGACACTTCTAAATAAGCGGATCTCCTATGCCTTCACGATTTATAGTTTCCATTATCAA
GTATGCCTATATTAGTATATAGCATCTITAGATGACAGTGTTCGAAGTTTCACGAATAAAAGAT
AATATTCTACTTITITGCTCCCACCGCGTTTGCTAGCACGAGTGAACACCATCCCTCGCCTGTGA
GTTGTACCCATTCCTCTAAACTGTAGACATGGTAGCTTCAGCAGTGTTCGTTATGTACGGCATC
CTCCAACAAACAGTCGGTTATAGTTTGTCCTGCTCCTCTGAATCGTCTCCCTCGATATITCTCAT
TTTCCTTCGCATGCCCTCGAG
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GEN CRE

ATGTOCAATTTACTGACCGTACACCAAAATTTGCCTGCATTACCGGTCGATGCAACGAGTGAT
GAGGTTCGCAAGAACCTGATGGACATGTTCAGGGATCGCCAGGCGTTITTCTGAGCATACCTGG
AAAATGCTTCTGTCOGTITGCCGGTCGTGGGCGGCATGGTGCAAGTTGAATAACCGGAAATGG
TTTCCOGCAGAACCTGAAGATGTTCGCGATTATCTTCTATATCTTCAGGCGCGCGGTCTGGCAG
TAAAAACTATCCAGCAACATTTGGGCCAGCTAAACATGCTTCATCGTCGGTCCGGGCTGCCAC
GACCAAGTGACAGCAATGCTGTTTCACTGGTTATGCGGCGGATCCGAAAAGAAAACGTTGATG
CCGGTGAACGTGCAAAACAGGCTCTAGCGTTCGAACGCACTGATTICGACCAGGTTCGTTCAC
TCATGGAAAATAGCGATCGCTGCCAGGATATACGTAATCTGGCATTTCTGGGGATTGCTTATA
ACACCCTGTTACGTATAGCCGAAATTGCCAGCGATCAGGGTTAAAGATATCTCACGTACTGACG
GTGGGAGAATGTTAATCCATATTGGCAGAACGAAAACGCTGGTTAGCACCGCAGGTGTAGAG
AAGGCACTTAGCCTGGGGGTAACTAAACTGGTCGAGCGATGGATTTCCGTCICTGGTGTAGCT
GATGATCCGAATAACTACCTGTTITTGCCGGGTCAGAAAAAATGGTGTTGCCGCGCCATCTGCC
ACCAGCCAGCTATCAACTCGCGCCCTGGAAGGGATITTTGAAGCAACTCATCGATTGATTTAC
GGCGCTAAGGATGACTCTGGTCAGAGATACCTGGCCTGGTCTGGACACAGTGCCCGTGTCGGA
GCCGCGCGAGATATGGCCCGCGCTGGAGTTTCAATACCGGAGATCATGCAAGCTGGTGGCTGG
ACCAATGTAAATATTGTCATGAACTATATCCGTACCCTGGATAGTGAAACAGGGGCAATGGTG
CGCCTGCTGGAAGATGGCGATTAG

PoliENLAZADOR pMIC-BD1 y pMIC-BD2 y pBTM116
GAATTCCCGGGGATCCGTCGACCTGCAG
POLIENLAZADOR pVP16
GGCCCAGCCGGCCGTCGACGCGGCCGCCTCGAG
POLIENLAZADORES plinker220 y pVP16mv1

GCGCGCATGCC...(VL)....TCCGGAGGGTCGACCAGCGGTTCTGGGAAACCAGGTTCCGGTGAA
GGCTCGAGCGGTACC...(VH)....GCTAGCGGCAAACCAATCCCAAACCCACTGCTGGGCCTGGA
TAGTACT
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REIVINDICACIONES

1. Un método para aislar anticuerpos intracelulares capaces de neutralizar una interaccién entre un ligando proteico
x conocido y un ligando proteico y conocido en el interior de una célula, que comprende las etapas de:

a) obtener una cepa de levadura recombinante en la que:

i) una secuencia que codifica el ligando proteico x y una secuencia que codifica el ligando proteico y se
clonan en un primer vector de expresién de levadura, pero

10 ii) al menos uno de x o de y se expresa de manera inducible, y
iii) la interaccion entre el ligando proteico x y el ligando proteico y conduciria a la produccién de un represor
de una funcién esencial de la célula de levadura o de un agente téxico, de modo que se obtendrian células de
levadura no viables;

15 b) transformar la cepa de levadura recombinante del punto a) con una biblioteca de expresién de anticuerpos
intracelulares por medio de un segundo vector de expresién de levadura;
c) seleccionar una cepa de levadura recombinante transformada del punto b) induciendo la expresion tanto del
ligando x como del ligando y; y aislando clones de levadura receptores capaces de crecer;
d) aislar anticuerpos intracelulares capaces de neutralizar la interaccion entre el ligando proteico x y el ligando
20 proteico y de los clones de levadura recombinantes receptores capaces de crecer, en donde la biblioteca de
expresion de los anticuerpos intracelulares se obtiene de linfocitos de ratones no inmunizados y se expresa
directamente en las células de levadura sin utilizar el cribado de presentacion de fagos.

2. Un método para aislar anticuerpos intracelulares capaces de neutralizar una interaccién entre un ligando proteico
25 x conocido y un ligando proteico y conocido en el interior de una célula, que comprende las etapas de:

a) obtener una cepa de levadura recombinante que tiene una competencia sexual mat-a o mat-alfa en la que:

i) una secuencia que codifica el ligando proteico x y una secuencia que codifica el ligando proteico y se
30 clonan en un primer vector de expresion de levadura, pero
ii) al menos uno de x 0 y se expresa de una manera inducible, y
iii) la interaccion entre el ligando proteico x y el ligando proteico y conduciria a la producciéon de un represor
de una funcién esencial de la célula de levadura o de un agente toxico, de modo que se obtendrian células de
levadura no viables;
35
b) obtener una biblioteca de expresién de anticuerpos intracelulares por medio de un segundo vector de
expresion de levadura en una cepa de levadura con una competencia sexual opuesta a la de la cepa de levadura
en el punto a);
c) exponer las levaduras del punto a) y las levaduras recombinantes del punto b) a condiciones capaces de
40 promover el apareamiento sexual y la expresién de los ligandos x e y;
d) seleccionar clones de levadura transformados induciendo la expresion tanto del ligado x como del ligando y; y
asilando receptores de clones de levadura capaces de crecer;
e) aislar anticuerpos intracelulares capaces de neutralizar la interaccién entre el ligando proteico x y el ligando
proteico y de los clones de levadura recombinantes receptores capaces de crecer, en donde la biblioteca de
45 expresion de anticuerpos intracelulares se obtiene de linfocitos de ratones no inmunizados y se expresa
directamente en las células de levadura sin utilizar el cribado de presentacion de fagos.

3. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores en el que la cepa de levadura
recombinante se obtiene por:
50
a) clonacién de una primera secuencia que codifica el ligando proteico x y una segunda secuencia que codifica el
ligando proteico y en el primer vector de expresién de levadura, estando cada primera y segunda secuencias
bajo el control de cada una de las dos partes de los promotores bidireccionales, estando la primera secuencia
fusionada a una secuencia que codifica una primera molécula, y estando la segunda secuencia fusionada a una
55 secuencia que codifica una segunda molécula, de modo que cuando el ligando proteico x y el ligando proteico y
interaccionan se induce la produccién de un represor de una funcion esencial de la célula de levadura o de un
agente toxico;
b) transformacion de la cepa de levadura receptora con el vector de expresion de levadura del punto a); y
c) seleccion de las levaduras transformadas.
60
4. El método de acuerdo con la reivindicacion 3 en el que los promotores bidireccionales son los promotores Gal 1y
Gal 10.

5. El método de acuerdo con la reivindicacion 3 en el que la primera y la segunda moléculas conducen a la
65 produccion de un represor capaz de suspender la transcripcion del gen de levadura HIS3.
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6. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores en el que la biblioteca de expresion de
anticuerpos intracelulares se obtiene en un formato de anticuerpo de un Unico dominio o scFv

7. Un método para identificar simultdneamente tanto un ligando proteico x capaz de unirse a un ligando proteico y
conocido en el interior de una célula eucariota, como un anticuerpo intracelular capaz de neutralizar dicha
interaccion entre el ligando proteico x y el ligando proteico y conocido, que comprende las etapas de:

a) clonar una biblioteca de ADNc que contenga secuencias que codifiquen el ligando proteico x y una secuencia
que codifique el ligando proteico y en un primer vector de expresion de levadura, estando las secuencias de la
biblioteca de ADNc bajo el control de una de las dos partes de un promotor inducible bidireccional, estando las
secuencias de la biblioteca de ADNc fusionadas a una secuencia que codifica una primera molécula; y estando la
secuencia que codifica el ligando proteico y bajo el control de la otra de las dos partes del promotor bidireccional,
y estando fusionada a una secuencia que codifica una segunda molécula, de tal manera que cuando el ligando
proteico x y el ligando proteico y interaccionan dicha primera molécula y dicha segunda molécula interaccionan
también, de una manera que se induce la produccién bien de un represor de una funcién esencial de la célula de
levadura o de un agente téxico;

b) transformar una cepa de levadura con una competencia sexual mat-a o mat-alfa con el primer vector de
expresion de levadura recombinante del punto a);

c) seleccionar las levaduras transformadas;

d) obtener una biblioteca de expresién de anticuerpos intracelulares en una cepa de levadura que tiene una
competencia sexual opuesta a la de la cepa de levadura del punto a) mediante un segundo vector de expresion
de levadura;

e) someter las levaduras del punto c) y las levaduras del punto d) a condiciones tales que se promueve la
reproduccion sexual y la expresion del promotor bidireccional en un entorno capaz de inducir la expresion del
ligando proteico x y del ligando proteico y;

f) seleccionar clones de levadura viables en los que el anticuerpo intracelular altera la interaccién entre el ligando
proteico x y el ligando proteico y;

g) identificar el ligando proteico x y el anticuerpo intracelular,

en el que la biblioteca de expresién de anticuerpos intracelulares se obtiene de linfocitos de ratones no inmunizados
y se expresa directamente en las células de levadura sin utilizar el cribado por presentacién de fagos.
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Fig.3
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Fig.4b
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Fig.6
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Fig.7
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Fig.12a
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Fig.13
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Fig.14
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Fig.15
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Fig.18
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Fig.21
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Fig.23
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