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DESCRIPCION
Métodos para transformar levaduras
Solicitud relacionada

Esta solicitud reclama prioridad y beneficio con respecto a la solicitud provisional de Estados Unidos N° 61/067.910
presentada el 03 de marzo de 2008.

Campo de la invencion

La invencion se refiere a los campos de la transformacion de levaduras y células de levaduras y bibliotecas de
células de levaduras transformadas de este modo y a la produccién de productos recombinantes de las mismas.
Mas especificamente, la presente invencion se refiere a la transformacion de levaduras mediante electroporacion.

Antecedentes de la invencion

Los anticuerpos terapéuticos generados usando inmunizaciones animales in vivo o mediante tecnologia de
expresion de anticuerpos recombinantes in vitro han tenido éxito en la clinica y como tales se han validado estas
tecnologias como técnicas eficaces de descubrimiento de farmacos. Aunque normalmente se espera que los
anticuerpos monoclonales derivados de inmunizaciones animales tengan una afinidad suficientemente alta como
alcanzar una eficacia terapéutica, el desarrollo de anticuerpos terapéuticos de inmunizaciones animales requiere la
humanizacion de los anticuerpos no humanos o el acceso a animales transgénicos que expresan anticuerpos
humanos. La seleccién directa de anticuerpos completamente humanos a partir de bibliotecas de anticuerpos
preestablecidas mediante tecnologias de expresion in vitro (expresiones en fagos, bacterias, levaduras, células de
mamifero y ribosomas) (Chao, G. et al. (2006) Nat. Protoc. 1:755-68; Gai, S. A. y Wittrup, K. D. (2007) Curr. Opin.
Struct. Biol. 17:467-73; Griffiths, A. D. et al. (1994) EMBO J. 13:3245-60; He, M. y Khan, F. (2005) Expert Rev.
Proteomics 2:421-30; Hoogenboom, H. R. (2002) Methods Mol. Biol. 178:1-37; Hoogenboom, H. R. (2005) Nat.
Biotechnol. 23:1105-16) ofrece un valioso abordaje paralelo y puede presentar la mejor alternativa en los casos en
los que el antigeno diana no logra producir una respuesta inmunitaria productiva in vivo.

Las bibliotecas de anticuerpos humanos se han modificado para que expresen anticuerpos de longitud completa o
varios fragmentos de anticuerpos tales como Fab, scFv y dAb. Generalmente, las bibliotecas se construyen
capturando y transfiriendo diversidades de anticuerpos de repertorios de linfocitos B en la biblioteca con o sin la
introduccion adicional de diversidad sintética (Hoet, R. M. et al. (2005) Nat. Biotechnol. 23:344-8), o aleatorizando
sintéticamente residuos de CDR en armazones de anticuerpos humanos limitados (Rothe, C. et al. (2008) J. Mol.
Biol. 376:1182-200). Dado que las cadenas pesadas y ligeras de los anticuerpos se amplifican por separado y se
reformatean en el formato de expresion de la biblioteca, se forman nuevos apareamientos entre VH y VL durante
este proceso. Aunque este barajado de VH-VL permite la creacion de nuevos sitios de antigeno, también aumenta
muy significativamente la diversidad de la biblioteca tedrica. Se han desarrollado varias estrategias para modificar
mejor y hacer mas productivas las bibliotecas de anticuerpos reduciendo la diversidad de la biblioteca tedrica y el
tamafio de la biblioteca real requerido para la obtencion eficaz de muestras de la biblioteca. Estas estrategias
incluyen el disefio inteligente de bibliotecas sintéticas o semisintéticas (Rothe, C. et al. (2008) J. Mol. Biol. 376:1182-
200) y bibliotecas inmunolégicas (Hoet, R. M. et al. (2005) Nat. Biotechnol. 23:344-8) o pseudoinmunoldgicas (Lee,
H. W. et al. (2006) Biochem. Biophys. Res. Commun. 346:896-903) generadas a partir de repertorios de linfocitos C
menos diversos pero potencialmente mas reactivos. Aunque estos abordajes pueden ser eficaces en la reduccion
significativa de la diversidad de la biblioteca tedrica mediante diversos o incluso muchos registros, la necesidad de
tamafios grandes de bibliotecas y de métodos para generarlos siempre complementara los disefios de las bibliotecas
con el fin de aumentar las posibilidades de identificar estas coincidencias de anticuerpos con independencia de su
escasez.

La disponibilidad de medios para la produccion de bibliotecas de acidos nucleicos y productos recombinantes
producidos de este modo, dichas proteinas farmacéuticas, en sistemas eucariotas tales como levaduras,
proporciona ventajas significativas con respecto al uso de sistemas procariotas, tales como E. coli. Generalmente,
las levaduras pueden crecer ha densidades celulares mas altas que las bacterias y son facilmente adaptables a
procesos de fermentacion continua. No obstante, el desarrollo de especies de levaduras como sistemas de
huésped/vector para la produccion de productos recombinantes y bibliotecas se ve gravemente dificultado por la
falta de conocimientos sobre las condiciones de transformacion y sobre los medios adecuados para introducir de
forma estable acidos nucleicos extrafos en la levadura célula huésped.

Entre los diversos parametros eléctricos y bioldgicos que facilitan la electrotransformacion de células se encuentra la
adsorcion de ADN en la superficie celular. Campos eléctricos alternos de intensidad baja también estimulan la
transferencia del ADN a las bacterias de E. coli, posiblemente mediante la estimulacién eléctrica de las ADN
permeasas. Se han acumulado datos del efecto dominante de electrodifusion y electroforético sobre la transferencia
génica electroporativa del ADN polielectrolitos. También se han notificado efectos electroosmoticos e invaginacion
de membrana mediante electroporacion.
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La aplicacién de un campo eléctrico a través de la membrana celular de la levadura tiene como resultado la creacion
de poroso temporales que son cruciales para el proceso de electroporacion. Un generador de sefal de
electroporacion proporciona la tension (en kV) que viaja a través del hueco (en cm) entre los electrodos. Esta
potencial diferencia define lo que se denomina la fuerza del campo eléctrico, donde E equivale a kV/cm. Cada célula
tiene su propia fuerza de campo critica para una electroporacién éptima. Esto se debe al tamafio de la célula, la
formacioén de la membrana y las caracteristicas individuales de la propia pared celular. Por ejemplo, normalmente las
células de mamifero requieren entre 0,5 y 5,0 kV/cm antes de que se produzca la muerte celular y/o la
electroporacion. En general, la fuerza del campo necesaria varia de forma inversa con el tamafo de la célula.

Métodos de transformacion

1. Transformacién mediante electroporacion

Becker et al. (Methods in Enzymology 194: 182-187 (1991)) divulgan métodos de transformacion de la levadura
Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae). Becker también divulga la transformacion de esferoplastos.

Faber et al. (Curr. Genet. 25: 305-310 (1994)) divulgan métodos para la transformacion de la levadura metilotrépica
Hansenula polymorpha. Faber también aplicé el método a Pichia methanolica.

Helmuth et al. (Analytical Biochem. 293:149-152 (2001)) divulgan una eficiencia incrementada de la transformacion
de levaduras combinando los pretratamientos con LiAc y DTT.

Kasutske et al. (Yeast 8: 691-697 (1992)) divulgan transformacién por electropulsos de células intactas de Candida
malfosa mediante diferentes plasmidos vectores homologos.

Meilhoc et al. (Bio/Technology 8: 223-227 (1990)) divulgan un sistema de transformacion usando células intactas de
la levadura S. cerevisiae y pulsos del campo eléctrico.

Neumann et al. (1996) Biophys. J. (1996) 71:868-877 divulgan la cinética de la transformacion de las células de
levadura mediante electroporacién y adsorcion de ADN mediada por calcio.

Piredda et al. (Yeast 10: 1601-1612 (1994)) divulgan un sistema de transformacién para la levadura Yamadazyma
(Pichia) ohmeri.

Scorer et al. (Bio/Technology 12: 181-184 (1994)) divulgan vectores de P. pastoris que permiten la rapida seleccion
de G418 de transformantes con un nimero de copias raramente alto para la expresién en Pichia pastoris usando los
sistemas tanto de electroporacién como de transformacion de esferoplastos.

Sherman et al. (Laboratory Course Manual for Methods in Yeast Genetics, paginas 91 102, Cold Spring Harbor
Laboratory (1986)) divulgan la transformacién de mutantes de levaduras LEU2 e HIS3.

Suga y Hatakeyama (Curr. Genet. 43:206-211 (2003)) divulgan un método de congelacién para generar células
competentes antes de la electroporacion con adicion de calcio.

Thompson et al. (Yeast 14:565-571 (1998)) divulgan la preparacion de células de levadura tales como S. cerevisiae
y Candida albicans para la transformacion mediante electroporacion.

Yang et al. (Applied and Environmental Microbiology 60(12): 4245-4254 (1994)) divulgan la electroporacion de Pichia
stipitis basada en el gen URA3 y una secuencia de replicacion autbnoma ARS2.

La patente de EE.UU. N° 5.716,808 de Raymond divulga métodos para preparar células de Pichia methanolica que
contienen construcciones de ADN extrafios usando electroporacion y métodos para producir péptidos extrafios en
células de Pichia methanolica.

La patente de EE.UU. N° 7.009,045 de Abbas divulga la transformaciéon de las levaduras flavinogénicas, Pichia
guilliermondiiy Candida famata, mediante electroporacién y mediante transformacion de esferoplastos.

2. Transformacién mediante formacion de esferoplastos

Becker et al. (Methods in Enzymology 194: 182-187 (1991)) divulgan métodos de transformacion de la levadura S.
cerevisiae, asi como transformacion de esferoplastos.

Scorer et al. (Bio/Technology 12: 181-184 (1994)) divulgan vectores de P. pastoris que permiten la seleccion de
G418 de transformantes con un ndmero de copias raramente alto para la expresion en Pichia pastoris usando los
sistemas tanto de electroporacion como de transformacion de esferoplastos.
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La patente de EE.UU. N° 4.808.537 de Stroman et al. divulga un método para aislar y clonar un gen inducible con
metanol de Pichia pastoris y las regiones reguladoras Uutiles para la expresion de regulacion con metanol de genes
heterélogos usando transformacion de esferoplastos.

La patente de EE.UU. N° 4.837.148 de Cregg et al. divulga secuencias de replicacién autbnoma que son capaces de
mantener plasmidos como elementos extracromosémicos en las cepas huésped de Pichia. La patente divulga
adicionalmente construcciones que incluyen las secuencias de ADN asi como organismos transformados producidos
mediante formacion de esferoplastos y proporciona procesos para producir las secuencias y construcciones de ADN
de la invencién, asi como métodos para aislar las secuencias de cualquier fuente.

La patente de EE.UU. N° 4.855.231 de Stroman et al. divulga secuencias de ADN que responden a la presencia de
metanol, catabolito que no reprime las fuentes de carbono y a la carencia de fuente de carbono. La patente 231
demuestra la transformacién de esferoplastos de Pichia pastoris.

La patente de EE.UU. N° 4.879.231 de Stroman et al. divulga un método de transformacién de esferoplastos para la
levadura tal como Pichia pastoris.

La patente de EE.UU. N° 4.882.279 de Cregg et al. divulga una técnica de transformacion de esferoplastos para las
levaduras del genio Pichia, tal como Pichia pastoris.

La patente de EE.UU. N° 5.135.868 de Cregg se refiere a un método para la modificacion genémica especifica de
sitio de levaduras del género Pichia. La patente ‘868 usa un método de transformacion de esferoplastos.

La patente de EE.UU. N° 5.268.273 de Buckholz se refiere a un método para la transformacion de esferoplastos de
Pichia pastoris.

La patente de EE.UU. N° 5.736.383 de Raymond se refiere a un método de transformacion de cepas de levaduras
del género Pichia, particularmente Pichia methanolica. La patente ‘383 se refiere ademas a un método de
transformacion de esferoplastos de levaduras del género Pichia, asi como un método de transformacion mediante
electroporacion.

3. Otros sistemas de transformacion

Kunze et al. (Current Genetics 9(3): 205-209 (1985)) divulgan un método de transformacion de S. cerevisiae,
Candida maltosa y Pichia guilliermondii G266 con el plasmido pYe(ARG4)411, que contiene el gen ARG4 de S.
cerevisiae insertado en pBR322. Kunze us6 CaCl; en el método de transformacion.

Kunze et al. (J. Basic Microbiol. 25(2): 141-144 (1985)) divulgan un método de transformacion de las levaduras
importantes en la industria Candida maltosa y Pichia guilliermondii G266 usando CaCl..

Kunze et al. (Acta Biotechnol. 6(1): 28 (1986)) divulgan transformaciones de las levaduras importantes en la industria
Candida maltosa y Pichia guilliermondii.

Neistat et al. (Mol. Ge. Mikrobiol. Virusol. 12: 19-23 (1986)) (solo el resumen) divulgan la transformacion de la
levadura Hansenula polymorpha, Pichia guilliermondii, Williopsis saturnus por un plasmido portador del gen ADE2
gene de S. cerevisiae. El método de transformacion no se divulga.

La patente de EE.UU. N° 4.929.555 DE Cregg et al. divulga un método para fabricar células enteras de especies
metilotroficas del género Pichia competentes para la transformacion mediante ADN y un método para transformar
con ADN las células entera de dicha especie, en particular Pichia pastoris.

La patente de EE.UU. N° 5.231.007 de Heefner et al. divulga un método de generacién y aislamiento de cepas
altamente flavinogénicas de Candida famata que producen rendimientos de riboflavina de aproximadamente 7,0 a
7,5 gramos por litro por 6 dias. El método incluye una combinacién de etapas mutageneizantes repetitivas y etapas
de fusién de protoplastos realizadas en la cepa parental y las cepas descendientes que se selecciona después de
cada etapa de acuerdo con un protocolo de cribado.

4. Vectores, elementos ARS y bibliotecas génicas

Clyne, R. K. et al. (EMBO J. 14(24): 6348-6357 (1995)) se refiere a un analisis de estructura fina de ARS1, un
elemento de ARS de la levadura de fisién Schizosaccharomyces pombe. La caracterizacion de una serie de
mutaciones de delecion anidadas indicé que el fragmento minimo de ADN que abarca ARS1 es grande ya que
ningun fragmento por debajo de 650 pb conservaba una actividad de ARS significativa.

Liauta-Teglivets, O. et al. (Yeast 11(10): 945-952 (1995)) divulgan la clonacion del gen estructural de la GTP-
ciclohidrolasa implicada en la biosintesis de riboflavina de una biblioteca genémica de Pichia guilliermondii.
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Cannon, R. D. et al. (Mol. Gen. Genet. 221(2): 210-218 (1990)) divulgan el aislamiento y la secuencia de nucledtidos
de un elemento de secuencia de replicacion autonoma (ARS) funcional en Candida albicans y S. cerevisiae.

Takagi, M. et al. (J. Bacteriol. 167(2): 551-555 (1986)) divulgan la construccion de un sistema huésped-vector en
Candida maltosa usando un sitio de ARS aislado de su genoma.

Pla, J. et al. (Gene 165(1): 115-120(1995)) se refiere a fragmentos de ADN de ARS2 y ARS3 de Candida albicans
con actividad de replicacion auténoma que se ha mostrado que estimulan la transformacion genética no integrativa
tanto de Candida albicans como de S. cerevisiae.

La patente de EE.UU. N° 5.212.087 de Fournier et al. divulga secuencias ARS que son eficaces en Yarrowia
lipolytica, asi como plasmidos que portan estas secuencias.

La patente de EE.UU. N° 5.665.600 de Hagenson et al. divulga plasmidos lineales de Pichia pastoris y fragmentos
de ADN de los mismos que contienen secuencias de ARS. La patente ‘600 us6 el sistema de transformacion de
esferoplastos como se describe en Cregg et al en la patente de EE.UU. N° 4.929.555.

La patente de EE.UU. N° 4.837.148 de Cregg et al. divulga secuencias de replicacién autbnoma que son capaces de
mantener plasmidos como elementos extracromosdmicos en las cepas huésped de Pichia. La patente ‘148 se refiere
adicionalmente a construciones que incluyen las secuencias de ADN asi como organismos transformados con ellas.
La patente proporciona adicionalmente procesos para producir las secuencias de ADN y construcciones de la
invencioén, asi como métodos para aislar las secuencias de cualquier fuente.

Chao et al. (Nature Protocols, 1(2):755-768 (2006)) divulga un protocolo para transformar células de levadura
mediante electroporacion y alcanzar un tamafio maximo de la biblioteca de 5 x 10" con 5 Mg de inserto y 1 ug del
ADN del vector.

Los métodos y divulgaciones anteriores, aunque alcanzar una eficiencia de transformacién cada vez mayor siguen
siendo laboriosos y requieren un tlempo 3|gn|f|cat|vo y esfuerzos repetidos para acumular multiples bibliotecas
pequefas en los |ntervalos de tamafio 10°a 10" a un tamario de biblioteca mas grande y combinado en un intervalo
de tamafio de 10° a 10°.

Las bibliotecas de levaduras no han alcanzado el tamario de eficiencia que se ha conseguido con las bibliotecas de
fagos. Como ha revisado Hoogenboom en 2005 (Nature Biotech., 23(9): 1105-1116), un tamafo maximo de Ia
biblioteca de fagos es de 10" a 10", mientras que una b|b||oteca de levaduras tipica tiene un tamafo de 107
(significativamente mas pequefa que los alcanzados por otras tecnologias de expresién (Hoogenboom, H. R. (2002)
Methods Mol. Biol. 178:1-37; Hoogenboom, H. R. (2005) Nat. Biotechnol. 23:1105-16), aunque anteriormente se han
notificado tamaiios de biblioteca en el intervalo de 10° (Hoet, R. M. et al. (2005) Nat. Biotechnol. 23:344-8; Lipovsek,
D. et al. (2007) J. Mol. Biol. 368:1024-41; Segal, L. et al. (2007) Bioinformatics 23:i440-9. Feldhaus et al. (Nature
Biotech., 21:163-170 (2003)) ha mostrado que se puede construir una biblioteca de 1,5 x 10° mediante repeticion
Iaborlosa de la transformacioén y, después, la combinacién de las bibliotecas transformadas. Aunque el reciente
progreso en los protocolos de electroporacion (véase Chao, Nature Protocols 1(2):755-768 (2006)) ha hecho posible
conseguir un tamafio maximo de biblioteca de levaduras 5 x 10" en una transformacion dnica, los autores han
descubierto que el protocolo de Chao normalmente transforma la levadura con una eficiencia de transformacion
significativamente menor. Todavia es una afirmacion correcta que los tamafos de la biblioteca de levaduras
conseguidos hasta la fecha todavia son significativamente |nfer|ores a lo que se puede conseguir de forma rutinaria
mediante bibliotecas de expresién en fagos del tamafio de 10 a 10"

La seleccién de la biblioteca de expresion en levaduras, usando perlas magnéticas y clasificacion celular activada
por fluorescencia, ofrece un método eficiente y sensible para enriquecer aglutinantes especificos a los antigenos
diana, en particular por su compatibilidad con la clasificacién celular activada por fluorescencia (FACS). No obstante,
la ventaja de esta potencia de seleccién se ve dificultada por el tamafio limitado de las bibliotecas de expresion en
levaduras debido a la baja eficiencia de la transformacién de las células de levadura. Si la tecnologia de seleccion de
la expresion en levaduras pudiera acoplarse con bibliotecas de antlcuerpos grandes similares a las fabricadas para
expresion en fagos (de un tamafo de aproximadamente 10" ), la tecnologia de expresion en levaduras
proporcionaria una herramienta de descubrimiento de anticuerpos extremadamente eficaz.

Por tanto, existe la necesidad de métodos eficientes para producir bibliotecas de proteinas, por ejemplo bibliotecas
de anticuerpos, usando levaduras.

Sumario de la invenciéon

La invencion proporciona métodos rapidos y altamente eficientes de transformacion de celulas de levadura, por
ejemplo para la produccién de biblioteca de células de levadura hasta un tamafio de 2 x 10"°. Los métodos de la
invencion hacen posible conseguir rendimientos a la escala de las bibliotecas de fagos. Los metodos de la invencion
eliminan un significativo cuello de botella en la aplicacion de la tecnologia de expresién en levaduras como
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herramienta practica para acceder a un espacio de diversidad de anticuerpos mucho mayor no explorada
anteriormente y el tamario de la biblioteca ahora solo esta limitado por el tamafio del cultivo de levaduras que se
puede cultivar en los laboratorios.

Multiples componentes y condiciones, incluyendo el uso de CaCl,, MgCl,, sacarosa, sorbitol, acetato de litio,
ditiotreitol, la tensién de electroporacion, la entrada de ADN vy el volumen celular se analizaron o titularon para
identificar la mejor combinacion. Aplicando este recién desarrollado método se construyé una biblioteca de 2 x 10"
anticuerpos a partir de ARN de bazo humano esencialmente en un dia con una eficiencia de transformacion tipica de
1-15 % 108 transformantes por microgramo de ADN del vector. El analisis de la secuencia confirmé la diversa
representacion de las secuencias de la linea germinal de anticuerpos dentro de esta biblioteca de anticuerpos de
bazo humano no inmunes. Realizando selecciones piloto de bibliotecas, los autores han identificado anticuerpos
humanos contra el TNF-a y la IL-18 con bajas afinidades nanomolares, lo que demuestra la productividad de esta
biblioteca. En un aspecto, la invenciéon proporciona un método de preparar una biblioteca de levaduras mediante
electroporacion de células de levadura, comprendiendo el método las etapas de:

incubar las células de levadura en una solucién que comprende LiAc de 0,01 a1,0 My DTT de 1a 100 mM, y
Proporcionar una suspensién que comprende ADN de vector, ADN de inserto, células de levadura, sorbitol de 0,1
a 10 My CaCl; o MgCl, de 0,1 a 10 mM y electroporacion de la suspension a de 0,5 kV /cm a 12,5 kV/cm con
una capacitancia de 10 a 50 pyF. En una realizacién, la invenciéon proporciona métodos para transformar
levaduras con ADN para preparar una biblioteca de levaduras, comprendiendo el método las etapas de:

cultivar células de levadura a una DODeggo de1,0 a 2;

lavar las células de levadura en agua;

lavar las células de levadura en una soluciéon que comprende sorbitol y CaCly;

incubar las células de levadura en una solucién que comprende LiAc de 0,01 a 1,0 My DTT de 1 a 100 mM;
lavar las células de levadura en una soluciéon que comprende sorbitol y CaCly;

resuspender las células de levadura en una solucion que comprende sorbitol de 0,1 a 10 M y CaCl, o MgCl,
de 0,1 a 10 mM para formar una suspension de electroporacion de las células de levadura.

afadir un volumen de la suspensién de electroporacion de las células de levadura al ADN del vector y al ADN
del inserto para formar una suspension de electroporacion de células de levadura — ADN; y

electroporacién de la suspensién de electroporacion de células de levadura — ADN a una tensién de entre 2,5
kV/cm and 12,5 kV/cm en una cubeta de hueco de 0,2 cm.

La proporcion entre el ADN del vector y el ADN del inserto esta en el intervalo de aproximadamente 1:0,5 a
aproximadamente 1:10, por ejemplo 1:0,5, 1:1; 1:2, 1:3, 1:4, 1:5, 1:6, 1:7, 1:8, 1:9, 0 1:10. En una realizacion se usan
aproximadamente 1 ug del ADN del vector y aproximadamente 1ug del ADN del inserto en una reaccion. En otra
realizacion se precipitan aproximadamente 1 ug del ADN del vector y aproximadamente 2 ug del ADN del inserto. En
otra realizacién se precipitan aproximadamente 1 ug del ADN del vector y aproximadamente 3 ug del ADN del
inserto. En otra realizacion mas se precipitan aproximadamente 1 ug del ADN del vector y aproximadamente 4 ug
del ADN del inserto. En oftra realizacion mas se precipitan aproximadamente 1 ug del ADN del vector y
aproximadamente 5 ug del ADN del inserto.

En una realizacion, la suspension celular comprende de 50 a 400 pl de células de levadura, por ejemplo 50, 100,
150, 200, 250, 300, 350, 400 ul de células de levadura.

En una realizacion, la suspensién de células de levadura es de 1 a 10 x 10° células de levadura / ml, por ejemplo 1,
2,3,4,5,6,7,8,9,010x 10° células de levadura / ml.

En una realizacion, la fuerza de campo usada para electroporar las células de levadura era de 0,5 kV/cm a 12,5
kV/cm, por ejemplo, 0,5, 1,0, aproximadamente 2,0, 2,5, 3,0, 3,5, 4,0, 4,5, 5,0, 5,5, 6,0, 6,5, 7,0, 7,5, 8,0, 8,5, 9,0,
9,5, 10,0, 10,5, 11,0, 11,5, 12,0, 12,5, kV/cm.

En una realizacion, las células de levadura se electroporan a una capacitancia de 10 a 50 yF, por ejemplo 10, 15,
20, 25, 30, 35, 40, 45 o0 50.

En una realizacion, las células de levadura se suspenden en sorbitol de 0,1 a 10M y CaCl; o MgCl», de 0,1 a 10 mM,
por ejemplo sorbitol 0,1, 0,25, 0,5, 0,75, 1,0, 2,0, 3,0, 4,0, 5,0, 6,0, 7,0, 8,0, 9,0, o 10,0 M o, por ejemplo, CaCl, o
MgCl; 0,1, 0,25, 0,5, 0,75, 1,0, 2,0, 3,0, 4,0, 5,0, 6,0, 7,0, 8,0, 9,0, 0 10,0 mM.

En una realizacion, las células de levadura se incuban en LiAc de 0,01 a 1,0 M, por ejemplo LiAc 0,01, 0,02, 0,03,
0,04, 0,05, 0,06, 0,07, 0,08, 0,09, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, aproximadamente 0,7, 0,8, 0,9,0 1,0 My DTT de 1 a
100 mM, por ejemplo DTT 1, 10, 20, 30, 40, 50, 60, aproximadamente 70, 80, 90 o 100 mM.

En una realizacién concreta, la invencién proporciona métodos para transformar levaduras con ADN, comprendiendo
el método dos 0 mas etapas de: (a) minimizar el volumen del ADN del vector y del inserto en una proporciéon de
aproximadamente 1:0,5 a aproximadamente 1:10 mediante la precipitacion del ADN en un sedimento, seguido de
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resuspension en un volumen minimo; (b) cultivar las células de levadura de una colonia a un estado de crecimiento
adecuada mediante (i) inoculacion de un primer volumen de medio con una colonia de levaduras de una placa de
crecimiento o una porcion de un cultivo de levaduras en crecimiento; (ii) cultivar las células de levadura durante la
noche a 30 °C; (iii) inocular un segundo volumen de medio con las células de la etapa (ii) y cultivar las células a 30
°C hasta que alcanzan una DOgg de aproximadamente 1,3 a aproximadamente 1,6; (c) sedimentar las células de
levadura mediante centrifugacion; (d) lavar las células de levadura con agua fria; (e) lavar las células de levadura
con sorbitol 1M frio/CaCl, 1 mM; (f) resuspender las células de levadura en LiAc 0,1M / DTT 10 mM; (g) incubar las
células de levadura a 30 °C a 250 rpm durante 30 minutos; (h) lavar las células de levadura con sorbitol 1M/CaCl; 1
mM; (i) resuspender las células de levadura en sorbitol 1M/CaCl, 1 mM para formar una suspension de
electroporacion de células de levadura; (j) afiadir una porcion de la una suspension de electroporacion de células de
levadura al sedimento de ADN para formar una suspension de electroporacion de células de levadura - ADN; (k)
electroporacién de la suspension de electroporacion de células de levadura — ADN en un intervalo de 0,5 kV a 2,5 kV
y una capacitacion de 25uF; (1) afadir una mezcla de 1:1 de sorbitol 1M /YPD (concentracion final: sorbitol 0,5M,
0,5x YPD) a la suspension de electroporacion de células de levadura electroporadas — ADN e incubar a 30 °C
durante 1 hora; y (m) sedimentar las células de levadura y resuspender en 10 ml de sorbitol 1 M.

Breve descripcion de las figuras

Los objetos, caracteristicas y ventajas anteriores y otros de la presente invencion, asi como la propia invencion, se
entendera mas completamente a partir de la siguiente descripcion de realizaciones preferidas cuando se leen junto
con las figuras acompafantes, en las que:

La Figura 1 muestra una representacion grafica de los datos en la Tabla 1, que representa el recuento de
colonias como una funcion del vector: inserto y de 2,5 kV/cm a 12,5 kV/cm de tension.

La Figura 2 muestra una representacion grafica de los datos en la Tabla 3, que representa el recuento de
colonias como una funcion del vector: inserto y de 2,5 kV/cm a 12,5 kV/cm de tension.

La Figura 3 demuestra que la eficiencia de la electroporacion mejora significativamente aumentando el volumen
por cubeta.

La Figura 4 demuestra que la entrada de ADN incrementada y la tensién elevada, pero no la proporcion entre el
vector y el inserto, son cruciales para una eficiencia maxima de la transformacion.

Descripcion detallada de la invencién

Se establecié un protocolo de electroporacion muy eficiente para Saccharomyces cerevisiae analizando y
combinando varias condiciones anteriormente identificadas (Chao, G. et al. (2006) Nat. Protoc. 1:755-68; Becker, D.
M. y Guarente, L. (1991) Methods Enzymol. 194:182-7; Helmuth, M. et al. (2001) Anal. Biochem. 293:149-52;
Neumann, E. et al. (1996) Biophys. J. 71:868-77; Simon, J. R. (1993) Methods Enzymol. 217:478-83; Suga, M. y
Hatakeyama, T. (2003) Curr. Genet. 43:206-11; Thompson, J. R. et al. (1998) Yeast 14:565-71. Estos incluyen la
combinacién de acetato de litio (LiAc) y ditiotreitol (DTT) asi como agentes de acondicionamiento celular, ambos
usados para potenciar la frecuencia de la transformacion de las levaduras (Helmuth, M. et al. (2001) Anal. Biochem.
293:149-52; Thompson, J. R. et al. (1998) Yeast 14:565-71; Gietz, R. D. et al. (1995) Yeast 11:355-60), y la inclusion
de sorbitol y cloruro calcico (Becker, D. M. y Guarente, L. (1991) Methods Enzymol. 194:182-7; Helmuth, M. et al.
(2001) Anal. Biochem. 293:149-52; Neumann, E. et al. (1996) Biophys. J. 71:868-77) en el tampon de
electroporacion.

Definiciones:

La expresion “vector de expresion” significa una construccion de ADN que incluye un sitio autdnomo de replicacion
(ARS), un sitio de iniciacion de la transcripcion y al menos un gen estructural que codifica una proteina que se va a
expresar en el organismo huésped. Un sitio de replicacion u origen de replicacion es cualquier secuencia de ADN
que controla la replicacion de la clonacion y los vectores de expresion. Un vector de expresién normalmente
contiene también regiones de control adecuadas, tales como uno o mas potenciadores y/o estimuladores,
supresores y/o silenciadores y terminadores que controlan la expresion de la proteina en la levadura huésped. Los
vectores de expresion de acuerdo con la presente invencion también pueden contener un marcador de selecciéon
que comprende un gen esencial como se ha descrito en el presente documento. El vector de expresion también
contiene opcionalmente otros marcadores seleccionables disponibles ampliamente y bien conocidos para los
expertos en la técnica. Los vectores de expresion son un tipo de vector. Los vectores pueden incluir opcionalmente
una o mas secuencias (elementos) ARS de una o mas cepas de levadura.

La expresion "unido de forma operable” significa que los segmentos estan dispuestos de modo que funcionan en
concierto para los fines para los que estan destinados, por ejemplo la transcripcion se inicia en un promotor y
procede a través del segmento de codificacion al terminador.
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El término “transformacion” significa la introduccién de ADN u otros acidos nucleicos en una célula huésped de
levadura receptora que cambia el genotipo.

El término “transformante” o una “célula transformada” significa una célula huésped de levadura receptora, y la
progenie de la misma, que ha sufrido transformacion.

Los vectores utiles en los métodos de electroporacion de la invencion incluyen el vector pYD, cualquier otro vector y
sus construcciones derivadas que se pueden propagar mediante las células de levadura o acidos nucleicos en
general. El vector de expresion de la presente invencion puede basarse en cualquier tipo de vector, siempre que el
vector pueda transformar, transfectar o transducir una célula de levadura huésped. En una realizacion preferida, el
vector de expresion se basa en un plasmido de levadura, especialmente uno de S. cerevisiae. Tras la transformacion
de las células de levadura, el ADN exdégeno que codifica las secuencias de la biblioteca es captado por las células y
después es expresado por las células transformadas.

Mas preferentemente, el vector de expresiéon puede ser un vector lanzadera de levaduras-bacterias que se puede
propagar en E. coli o levaduras (Struhl, et al. (1979) Proc. Natl. Acad. Sci. 76:1035-1039). La inclusion de las
secuencias de ADN de plasmido en E. coli, tales como pBR322, facilita la preparacion cuantitativa del ADN del
vector en E. coliy, por tanto, la transformacion eficiente de la levadura.

Los tipos de vectores plasmidicos de levaduras que pueden servir como lanzadera pueden ser un vector de
replicacion o un vector de integracion. Un vector de replicacion es un vector de levadura que es capaz de mediar en
su propio mantenimiento, con independencia del ADN cromosémico de la levadura, en virtud de la presencia de un
origen funcional de replicaciéon del ADN. Un vector de integracion depende de la recombinacion con el ADN
cromosomico para facilitar la replicacion y, por tanto, el mantenimiento continuado del ADN recombinante en la
célula huésped. Un vector de replicacion puede ser un vector plasmidico basado en 2 micrometros donde el origen
de replicacion del ADN deriva de la levadura plasmidica endégena de 2 micrometros. Como alternativa, el vector de
replicacion puede ser un vector de replicacion auténoma (ARS) donde el origen “aparente” de replicacion deriva del
ADN cromosomico de la levadura. Opcionalmente, el vector de replicacién puede ser un plasmido centromérico
(CEN) que porta ademas de uno de los origenes de replicacion de ADN anteriores, una secuencia de ADN
cromosomico de levadura del que se sabe que aloja un centromero.

Los vectores se pueden transformar en células de levadura en forma de circulo cerrado o en una forma lineal. La
transformacion de la levadura mediante vectores de integracién, aunque con una estabilidad heredable, puede no
ser eficiente cuando el vector esta en forma de circulo cerrado (p. €., que da solo aproximadamente 1-10
transformantes por ug de ADN). Los vectores linealizados, con extremos libres localizados en las secuencias de
ADN homoélogas con el ADN cromosoémico de levadura, transforman las levaduras con una eficiencia mas alta (100-
1.000 veces) y el ADN transformante generalmente se encuentra integrado en secuencias homologas al sitio de
escision. Por tanto, escindiendo el ADN del vector con una endonucleasa de restriccion adecuada, es posible
aumentar la eficiencia de la transformacion y apuntar al sitio de integracion del cromosoma. La transformacion
integrativa puede ser aplicable a la modificacion genética de la levadura de fermentacion, lo que proporciona que la
eficiencia de la transformacion es lo bastante alta y la secuencia del ADN diana para la integracion esta dentro de
una region que no altera los genes esenciales para el metabolismo de la célula huésped.

Los plasmidos de ARS, que tienen un numero de copias elevado (aproximadamente 20-50 copias por célula),
tienden a ser los mas inestables y se pierden a una frecuencia superior al 10 % por generacion. No obstante, la
estabilidad de los plasmidos de ARS se puede potenciar mediante la unién de un centrémero; los plasmidos
centroméricos estan presentes a 1 o 2 copias por célula y se pierden Unicamente a aproximadamente 1 % por
generacion. Ejemplos no limitantes de proteinas para la expresion por las células huésped de levaduras usando los
métodos de electroporacion de la invencion incluyen cualquier gen de interés incluyen anticuerpos y fragmentos de
anticuerpos, hormonas, citocinas y linfocinas, receptores, moléculas de adhesion y enzimas.

Las cepas de levadura que se pueden transformar mediante el método de electroporacion de la invencion incluyen
especies de levadura en el género Saccharomyces, tal como Saccharomyces cerevisiae, y el género
Schizosaccharomyces, tal como Schizosaccharomyces Pombe. En una realizacion, las células de levadura son

células de levadura diploides. Como alternativa, las células de levadura son células haploides, tales como la cepa “a

y "a" de las células haploides de levadura.

La invencién proporciona métodos para la transformaciéon de células de levadura que comprenden electroporacion
de una suspension celular que contiene levaduras junto con una o mas construcciones de acido nucleico. La
transformacion de las células de levadura puede dar como resultado desde uno cualquiera de un Unico clon hasta la
poblacion de de células de levadura (es decir, biblioteca o bibliotecas de levadura) que se pueden usar para cribar
(a) péptido(s) o proteina(s) expresadas sobre la superficie de las células de levadura por medio de union a una
proteina de la superficie de la levadura o asociacion a través de un enlace covalente especifico o una interaccién no
covalente con proteinas de la superficie de la célula de levadura u otros componentes; (b) péptido(s) o proteina(s)
expresados intracelularmente; o (c) péptido(s) o proteina(s) que se secretan en un espacio extracelular, tal como
medios de cultivo, o se depositan sobre una superficie sélida. Dichas bibliotecas de levadura pueden ser
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susceptibles de forma conveniente a multiples aplicaciones para cribar o caracterizar interacciones entre el o los
péptidos o proteinas con otra proteina, péptido, ADN, ARN u otras materias quimicas que se pueden introducir en
las células de levadura o afadir de forma exdgena. Ejemplos especificos son los hallados en expresion en
levaduras, dos hibridos de levaduras, tres hibridos de levaduras etc.

La invencién proporciona un método para la transformacion de las células de levadura que comprende electroporar
una suspension celular que contiene levaduras junto con una o mas construcciones de acido nucleico que
comprenden una o mas secuencias reguladoras y uno o mas genes o segmentos de genes, usando uno o mas de
resistencia, fuerza de campo y duracién de pulso suficientes para transformar las células de levadura.

En una realizacién, la fuerza de campo es de 2,5 kV/cm a 12,5 kV/cm. En ciertas realizaciones, la fuerza de campo
es de 0,5 kV/cm, 1,0 kV/cm, 1,5 kV/cm, 2,0 kV/cm, o 2,5 kV/cm. Estos valores tienen en cuenta que la cubeta de
electroporacion tiene un hueco de 0,2 cm. Las fuerzas de campo mas altas son posibles pero su utilidad depende
considerablemente del desarrollo de un aparato que puede liberar un pulso mas fuerte.

En una realizacion, la duracion del pulso es de aproximadamente 3 milisegundos a aproximadamente 10
milisegundos. En una realizacion concreta, la duracion del pulso es de aproximadamente 4,8 milisegundos.

El tratamiento de las células mediante los métodos de electroporacion de la invencién se lleva a cabo aplicando un
campo eléctrico a una suspension celular de levaduras entre un par de electrodos. La fuerza del campo se debe
ajustar de una forma razonablemente precisa de forma que la electroporacion de las células se produzca sin dafios o
con dafios minimos en las células. La distancia entre los electrodos se puede medir y después se puede aplicar a los
electrodos una tensién adecuada de acuerdo con la férmula E=V/d (E= fuerza de campo en V/cm; V= tension en
voltios; y d= distancia en cm).

Los generadores de pulsos para llevar a cabo los procedimientos descritos en el presente documento y han estado
disponibles en el mercado durante una serie de afios. Un generador de sefales adecuado es en Gene Pulser Il (Bio-
Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA). Una situacion tipica consiste en el Gene Pulser Il conectado a un expansor de
capacitancia plus y los médulos de controlador de pulso plus.

Los modelos de electroporacion adicionales disponibles comercialmente incluyen el sistema Gene Pulser MXcell o el
sistema eucariotico Gene Pulser X cell (Bio-Rad), el CelljecT Pro Electroporator (Thermo Scientific), los sistemas
Multiporator Electroporation y otros sistemas Eppendorf® Electroporation Systems (Eppendorf, North America),
generadores de electroporacion ECM y el sistema BTX® HT 96 Well Electroporation System (BTX, Harvard
apparatus), todos los cuales son aparatos adecuados para la electroporacion de las células de levadura usando las
condiciones divulgadas en el presente documento.

La electroporacion se usa en la presente invencién para facilitar la introducciéon de ADN en células de levadura. La
electroporaciéon es el proceso del uso de un campo eléctrico pulsado para permeabilizar transitoriamente las
membranas celulares, lo que permite que las macromoléculas, tales como el ADN, entre a las células. No obstante,
el mecanismo real por el cual el ADN se transfiere al interior de las células no se entiende bien. Para la
transformacion de Candida famata, por ejemplo, la electroporacién es sorprendentemente eficiente cuando las
células se exponen a un capo eléctrico pulsado decadente experimentalmente que tiene una fuerza de campo de
aproximadamente 10 a aproximadamente 13 kV/cm y un valor de resistencia de aproximadamente R5 (129 ohmios),
y un tiempo constante de aproximadamente 45 ms. Normalmente, la resistencia y la capacitancia estan presentes o
las puede seleccionar el usuario, dependiendo del equipo de electroporacion seleccionado. En cualquier caso, el
equipo se configura de acuerdo con las instrucciones del fabricante para proporcionar fuerza de campo y parametros
de desactivacion segun sea adecuado.

La invencion se refiere ademas a métodos muy eficientes de transformacion de levaduras que permiten un nivel alto
de expresion de uno o mas genes deseados enddgenos (es decir, que existen de forma natural en dicha célula de
levadura) o heterdlogos. Los métodos de la invencion se refieren adicionalmente a un método para preparar
bibliotecas, por ejemplo, que expresan anticuerpos o quimeras o fragmentos de los mismos.

En un escenario, los vectores de expresion portadores de genes de interés se pueden transformar en células
huésped de levaduras mediante electroporacién para generar un tnico clon o una biblioteca compuesta por muchas
células transformadas que expresan proteinas intracelulares (p. €j., proteinas nucleares o citoplasmicas), proteinas
de membrana (p. ej., proteinas que atraviesan la membrana o proteinas unidas a la membrana) o proteinas
secretadas. Se podra usar las células transformadas o bibliotecas para purificar proteinas, estudiar las funciones de
la proteina, identificar las interacciones proteina-proteina o identificar nuevos aglutinantes de proteinas o parejas de
interaccion. Cabe destacar la capacidad para generar bibliotecas de levaduras muy grandes que muestran o
expresan anticuerpos y fragmentos de anticuerpos. La biblioteca se puede someter a la selecciéon por antigenos
diana para identificar anticuerpos que se unen a los antigenos de seleccion.

Dado que las levaduras transformadas tienen una tendencia a perder los plasmidos construidos artificialmente, es
ventajoso usar un medio de cultivo para ejercer una presion de seleccion positiva sobre ellos. Cuando la cepa es un
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mutante auxétrofo para un metabolito esencial y cuando el plasmido vector usado comprende un gen marcador
capaz de restablecer la prototrofia de la cepa, por ejemplo el gen LEU2 mencionado anteriormente, esta presion de
seleccion se puede ejercer omitiendo el metabolito del medio de cultivo. Existe otro medio para obtener el mismo
resultado y también se puede usar para poner en practica la invencion.

Dependiendo de la naturaleza del gen estructural de interés, el producto o el producto de expresion pueden
permanecer en el citoplasma de la célula huésped de levadura o se secretan. Se ha encontrado que no solo las
proteinas que permanecen en la célula, sino también las que se secretan, son solubles. Cuando el producto o el
producto de expresion van a permanecer en la célula huésped de levadura, generalmente puede ser deseable tener
una region de iniciacion de la transcripcion inducible, de forma que hasta que el transformante ha alcanzado una
densidad elevada, hay poca o ninguna expresion o produccion del producto deseado. Después de un tiempo
suficiente para el producto o el producto de expresidon que se va a expresar, las células se pueden aislar por medios
convencionales, por ejemplo centrifugacion, lisis y el producto de interés aislado. Dependiendo de la naturaleza y el
uso del producto, el lisado puede someterse a varios métodos de purificacion, tal como cromatografia, electroforesis,
extraccion de disolvente, cristalizacion, didlisis, ultrafiltracién o similares. Los métodos de cromatografia incluyen,
entre otros, cromatografia de gases, HPLC, cromatografia en columna, cromatografia de intercambio iénico y otros
métodos de cromatografia conocidos por los expertos en la técnica. El grado de pureza puede variar de
aproximadamente 50% a 90% o superior, preferentemente hasta aproximadamente 100 %.

Como alternativa, el producto de expresion o producto de interés se puede secretar en el medio de cultivo y producir
de forma continua, cuando se retira parcialmente el medio, el producto deseado extraido, por ejemplo mediante
cromatografia en columna o de afinidad, ultrafiltracion, precipitacion o similares, y el medio gastado se desecha o
recircula mediante restablecimiento de los componentes esenciales. El permeado que contiene el producto de la
ultrafiltracion puede someterse adicionalmente a concentracion, también por evaporacion, seguido de cristalizacion o
precipitacién usando alcohol y/o ajuste de pH. Los expertos en la técnica conocen las muchas opciones de
procesos. Cuando el producto se va a secretar, normalmente se usara una region constitutiva de iniciacion de la
transcripcion, aunque se pueden usar regiones no constitutivas.

A menos que se indique lo contrario, todas las secuencias de nucleétidos recién descritas en el presente documento
se determinaron usando un secuenciador de ADN automatico (tal como, por ejemplo, el modelo 377 de PE Applied
Biosystems, Inc.). Por tanto, como se sabe en la técnica, para cualquier secuencia de ADN determinada por este
abordaje automatizado, cualquier secuencia de nucleétidos determinada en el presente documento puede contener
algunos errores. Normalmente, las secuencias de nucledtidos determinadas mediante automatizacion tienen una
identidad de al menos aproximadamente un 90%, mas normalmente de al menos aproximadamente un 95 % a al
menos aproximadamente un 99,9% con la secuencia de nucleétidos real de la molécula de ADN secuenciada. La
secuencia real puede determinarse de un modo mas preciso mediante otros abordajes, incluyendo métodos de
secuenciacion de ADN manuales bien conocidos en la técnica.

Ejemplos

Ejemplo 1: Preparaciéon del ADN del vector

El vector pYDsTev se digirid con las enzimas de restriccion Sfil y Notl para usar en la recombinacioén con los scFv +
fragmentos de ADN de 300 pb. Para mejorar la eficiencia y prevenir la transformacion del vector sin cortar, el vector
digerido con Sfil/Notl se digirié adicionalmente con Bglll y Hpal (ambos cortados dentro del rellenador).

El ADN digerido se purifico usando Sureclean de Bioline (Randolph, MA). En resumen, la digestion de restriccion se
mezclé con un volumen igual de Sureclean. Las muestras se incubaron durante 10 minutos a temperatura ambiente.
Después, las muestras se centrifugaron durante 15 minutos a 13,2k rpm. Se desecho6 el sobrenadante y los
sedimentos se lavaron con 2,5 x él volumen de la muestra de etanol al 70 %. Después, las muestras se
centrifugaron durante 15 minutos a 13,2k rpm. Se retird el sobrenadante y los sedimentos se secaron al aire. Los
sedimentos se resuspendieron en 5-10 ul de TE a pH 8.

Ejemplo 2: Preparacion del ADN del inserto

El ADN del inserto se prepara usando PCR para amplificar un inserto de interés afiadiendo suficiente secuencia del
vector 5' y 3' (por ejemplo, aproximadamente 300 pares de bases) al inserto para realizar eficientemente la
recombinacion homdloga.

Se disefiaron cebadores de la region constante de inmunoglobulina (Tabla 2) que hibridan a IgM e IgG (para ADNc
de IgM/G) o IgK (ADNc de IgK) de las inmunoglobulinas para la sintesis del ADNc de 12 hebra. Especificamente,
para los cebadores de ADNc de IgM/G se usaron FcgRev1, 2, y 3 y FcmRev1, 2 y 3. Para la sintesis de ADNc de 12
hebra de IgK se usaron Ckrev1, 2y 3.

Las reacciones de sintesis de ADNc se realizaron usando el kit de sintesis de 12 hebra de Invitrogen usando los
cebadores anteriores.
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Tabla 1: Reacciones de PCR de ejemplo (Etapa 1)

ADNCc de IgM/G

ADNCc de IgK

20 pl de ARN de bazo CloneTech poliA 50 ng/ul

3 pl de FcgRev1 300 ng/pl
3 ul de FcgRev2 300 ng/pl
3 ul de FcgRev3 300 ng/pl
3 pl de FcmRev1 300 ng/pl
3 pl de FcmRev2 300 ng/pl
3 pl de FcmRev3 300 ng/pl
20 pyl de dNTP (10 mM)
142 pl de agua dd

200 ul de volumen total

1,5 pl de CkRev1 300 ng/ul
1,5 pl de CkRev2 300 ng/ul
1,5 pl de CkRev3 300 ng/ul
10 pl de ANTP (10 mM)
75,5 yl de agua dd

100 pl de volumen total

10 pl de ARN de bazo CloneTech polyA 50 ng/ul

50 pl/rxn, reacciones a 65 °C durante 5', después hasta 4 °C durante 1 minuto

Tabla 2: Oligonucleétidos usados en este estudio

Nombre del|Secuencia Descripcion SEC ID
oligo N°
Ckrev1 TCCACCTTCCACTG |Cebador inverso Ck SEC ID
N°: 1
Ckrev2 CAGGCACACAACAG |Cebador inverso Ck 2 SEC ID
N°: 2
Ckrev3 GAGTGTCACAGAGC |Cebador inverso Ck 3 SEC ID
N°: 3
FcGrev 1 AGTTCCACGACACC |[Cebador inverso de IgG SEC ID
N°: 4
FcGrev2 GAAGGTGTGCACG |Cebador inverso de IgG SEC ID
N°: 5
FcGrev CCACGCTGCTGAG |Cebador inverso de IgG SEC ID
N°: 6
FcMrev1 ACTTTGCACACCAC [Cebador inverso de IgM SEC ID
N°: 7
FcMrev2 TTTGTTGCCGTTGG |Cebador inverso de IgM SEC ID
N°: 8
FcMrev3 GGGAATTCTCACAGG |Cebador inverso de IgM SEC ID
N°: 9
PYD5prev [GCGCCCTGAAAATA |[Hibrida aguas arriba inmediatas del sitio de Sfil en el vector pYD.|SEC ID
CAGGTTTTC Usado junto con el cebador 5107 para genera runa extension de|N°: 10
300 pb afadida a scFv para potenciar la eficiencia de la
recombinacion homdloga

Etapa 2 de sintesis:

A cada 50 pl de reaccion enfriados se afiadieron 45 ul de la Mezcla Maestro (reserva preparada que comprende 80
pl de tampén RT (10x) 160 ul de MgCl,, 80 uyl de DTT 0,1M, 40 yl de RNAse Out) y los tubos se colocan a 42 °C
durante 2 minutos. A cada tubo de reaccion se afiadieron 5 pl de la transcriptasa inversa Superscriptll y se incubaron
a 42 °C durante 50 minutos, se transfirieron a 70 °c durante 15 minutos y después se transfirieron a 4 °C. A cada
reaccion se afiadieron 5 pl de RNAse H y después se incubaron a 37 °C durante 20 minutos. Cuatro reacciones de
IgG/M se combinaron y se combinaron dos reacciones de IgK.

Ejemplo 3: Generacidon de ADN de VH de IgM y de VL de IgK de bazo humano

La diversidad de inmunoglobulina VH y VK humana se amplificé usando cebadores de oligonucleétidos definidos por
Sblattero y Bradbury (1998) Immunotechnology 3:271-278.
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Reaccién de VH de muestra de 8x 100 ul

80 10x Tampon de reaccion de PCR

8 ul dNTP (10 mM)

32 ul MgSO4 (50 mM)

8 ul Cebador inverso de VH (20 uM)

8 ul Mezcla equimolar de VH 1/2, VH4/5, VH3 and VH6 for (5 uM cada uno/20 uM del
cebador en 3’ total)

16 pl ADNCc de IgM/G

8 ul Platinum Taq HiFi

640 pl de agua dd

100 pl/rxn

Reaccion de VK de muestra de 8x 100 pl

80 pl 10x Tampon de reaccion de PCR

8 ul dNTP (10 mM)

32 ul MgSO4 (50 mM)

8 ul Cebador inverso de V (20 pM)

8 ul Mezcla equimolar de VK1, VK2/4, VK3, and VK5 (5 uM de cada uno/20 uM 3' de
cebador total)

16 pl ADNCc de IgK

8 ul Platinum Taq Hi Fi

640 pl de agua dd

100 pl/rxn

Programa de la PCR

. 94 °C 2 minutos

. 94 °C 30 segundos

. 55 °C 30 segundos

. 68 °C 30 segundos

. repetir la etapa 2 39 veces
. 68 °C/5 minutos

. Mantener a 4 °C

NOoO OB WN -~

Las reacciones se purificaron en geles de agarosa GTG al 1 % Las bandas del tamafio correcto, aproximadamente
400 pb, se purificaron usando un kit de extraccion Qiaquick Gel Extraction. Se usaron 0,4 mg de agarosa que
contiene ADN por columna de espin. Las muestras se eluyeron con 50 ul de EB previamente calentadas hasta 55
°C. Las muestras similares se combinaron y se determind la Agsoso Usando un espectrofotdmetro Nanodrop
(Nanodrop Technologies, Wilmington, Delaware).

Ejemplo 4: Generacidn de scFv de VH/VK

Los scFv de VH/VK se generaron mediante PCR de corte y empalme por extensién solapante (SOE). Los cebadores
directo VH e inverso VK han compartido homologia que generan el enlazador (GlysSer)s que conecta las regiones
VH y VL para generar la molécula de scFv. Las reacciones se montaron del siguiente modo:

24 rxns a 100 ul/rxn (ensamblaje de VH10/VK como ejemplo)

240 pl 10x tampdn Plat Taq Hi Fi

24 ul dNTP (10 mM)

96 ul MgSO4 (50 mM)

24yl scFv Rev (20 uM)

24yl scFv For (20 pM)

141 pl VH10back (24 pmol of VH/ 1 pmol por 100 pl rxn)
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72 ul mezcla equimolar de ADN de VK1, 2, 9, y 12 (24 pmol total/0,25 pmol de cada
VK por 100 pl rxn)

24 pl Platinum Taq HiFi

1755 pl Agua dd

100 pl/rxn

Programa de la PCR

. 94 °C 2 minutos

. 94 °C 30 segundos
. 55 °C 30 segundos
. 68 °C 1 minutos
.Ir ala etapa 2 39x
. 68 °C 5 minutos

. Mantener a 4 °C

NO A WN =

Las bandas de scFv (aproximadamente 800 pb) se purificaron en gel como anteriormente para los fragmentos en gel
de VH o VK. Las muestras similares se combinaron para su uso en PCR SOE con el fragmento de 300 pb pYD5'.

Para garantizar las mayores eficiencias de la transformacion, los autores modificaron los fragmentos de ADN del
inserto que tienen aproximadamente 300 pb de homologia en 5’ del sitio de insercién de scFv (Sfil) en el vector pYD.
Para afiadir esta homologia al scFv de bazo humano se disefi6 un cebador complementario a la region
inmediatamente aguas arriba del sitio Sfil de pYD1sTev (pYD5prev). Este cebador se usé en combinacién con el
cebador 5’ pYD1 (5107) para generar un fragmento de aproximadamente 300 pb a afiadir al scFv de bazo existente
mediante PCR SOE.

PCR de 5107/pYD5prev

1ul pYDsTev (10 ng/ul)

10 ul 10x tampdn Plat Taq Hi Fi
4 ul MgSO4 (50 mM)

1ul dNTP (10 mM)

1ul 5107 (20 uM)

1ul pYD5prev (20 uM)

1ul Platinum Taq Hi Fi

80 pl Agua dd

100 pl/rxn

Programa de la PCR

. 94 °C 2 minutos

. 94 °C 30 segundos
. 55 °C 30 segundos
. 68 °C 30 segundos
.Ir ala etapa 2 39x

. 68 °C 5 minutos

. Mantener a 4 °C

NO A WN =

Las bandas de 5107/pYD5prev (aproximadamente 300 pb) se purificaron en gel como anteriormente para los
fragmentos en gel de VH o VK. Las muestras similares se combinaron para su uso en PCR SOE con los scFv de
bazo.

PCR de scFv+300 (mezcla 16x100 pl rxn)

162 pl 10x tampdn Plat Taq Hi Fi
16,2 ul dNTP (10 mM)

64,8 pl MgSO4 (50 mM)

16,2 ul 5107 (20 uM)

16,2 pl scFv For (20 pM)
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32,4 ul ADN de scFV de VH/VK
16,2 pl ADN de 5107/pYDprev5
16,2 pl Platinum Taq HiFi
1279,8 ul Agua dd

100 pl/rxn

Las reacciones de PCR se realizaron como para scFv anterior. Las bandas de ScFv+300bp (aproximadamente
1.100 pb) se purificaron en gel como anteriormente para los fragmentos en gel de VH o VK. Las muestras similares
se combinaron para usar en las reacciones de electroporacion.

Ejemplo 5: Protocolo de transformacion de bibliotecas de levadura de la técnica anterior

Lo siguiente es un protocolo de transformacion de levaduras de la técnica anterior. Se inoculan cinco ml de medio
YPD con una colonia de EBY100 (aplicada recientemente en una placa YPD) y se cultiva durante la noche a 30 °C.
Se inocula un cultivo de 50 ml en medio YPD hasta una absorbancia de 0,1 a 600 nm usando el cultivo durante la
noche y las células cultivadas a 30 °C hasta una absorbancia de aproximadamente 1,3 a 1,5 a 600 nm durante
aproximadamente 6 horas. Las células deben estar en la fase de crecimiento log de temprano a medio. Usando las
células en la fase estacionaria o log tardia se disminuye sustancialmente la eficiencia de la transformacion. Mientras
las células crecen, el ADN se precipita para la transformacion usando PelletPaint de acuerdo con el protocolo del
fabricante. Normalmente, el ADN que se va a introducir en las cubetas de electroporacion, cada una con 5 mg de
inserto y 1 mg del vector de corte, se usa para generar una biblioteca de aproximadamente 5 x 10’. Asimismo se
prepara un control de solo el armazon. EI ADN se deja en forma de sedimento. Las proporciones inserto:armazén se
pueden variar de 5:1 a 1:1 con al menos 1 mg de armazdén por cubeta.

Una vez que las células han alcanzado una absorbancia de aproximadamente 1,3-1,5 a 600 nm, se afiaden 500 ul
de tampon Tris-DTT al cultivo y se incuban en un agitador a 30 °C durante 15 minutos. La eficiencia de
transformacion es relativamente constante para tiempos de incubacion en DTT de 10-20 minutos, pero disminuye
considerablemente para la incubacién durante 20 minutos. Las células sedimentan a 2.500 g durante 3 minutos a 4
°C y se lavaron con 25 ml de tampoén E helado (Tris 10 mM pH 7,5, sacarosa 270 mM, MgCl, 1 mM) (p. €j., se
lavaron, se volvieron a sedimentar y se aspir6 el sobrenadante). Las células se lavan de nuevo con 1 ml de tampon
E helado y se resuspenden en tampoén E hasta un volumen total de 300 pl. Los sedimentos control de ADN se
resuspenden en un volumen adecuado de suspension celular (50 ul por cubeta). Las células se mantienen en hielo.
Se alicuotan 50 ul de la mezcla de células resuspendidas — ADN por cubeta de electroporacion previamente enfriada
y las cubetas de electroporacion se mantienen en hielo hasta los pulsos.

Las cubetas se cargan en un pulsador génico y se someten a electroporacion a 0,54 kV y 25 yF sin un controlador
del pulso. Inmediatamente a la cubeta se afiaden 1 ml de medio YPD caliente (30 °C). Las constantes de tiempo
tipicas para electroporacion varian de aproximadamente 15 ms a 40 ms sin afectar considerablemente a la eficiencia
de la transformacion.

Las células se transfieren desde las cubetas pulsadas a un tubo Falcon de 15 ml. Cada cubeta se lava con 1 ml
adicional de medio YPD para recuperar las células restantes de la cubeta. Las células se agitan durante 1 hora a 30
°C. Las células se sedimentan a 2.500 g durante 5 minutos y el sobrenadante se retira y se resuspende en 10 ml de
medio SDCAA. Las diluciones en serie se siembran en placas de SDCAA para determinar la eficiencia de la
transformacion. El control de solo el armazéon debera tener una eficiencia inferior al 1 % de la de las
transformaciones de armazén mas inserto. La suspension celular se transfiere a u matraz con 100-1000 ml de medio
SDCAA mas pen-strep (d||u0|on 1:100) se incuba a 30 °C durante de 24 a 48 horas. Este método se usé para
generar una biblioteca de 8 x 10’ y corresponde al tratamiento 7 descrito en la Tabla 3 con una eficiencia del 0,4 %
en comparacion con el protocolo optimizado de la invencién (véase el Ejemplo 6).

Ejemplo 6: Protocolo de transformacion de biblioteca de levaduras de la invencién Método 2

La invencion proporciona métodos rapidos y altamente eficientes de transformacion de células de Ievadura por
ejemplo para la produccion de bibliotecas de células de levadura hasta un tamafio de 2 x 10"°. Multiples
componentes y condiciones, incluyendo el uso de CaCl,, MgCl,, sacarosa, sorbitol, acetato de litio, ditiotreitol (DTT),
la tension de electroporacion, la entrada de ADN y el volumen celular se analizaron y titularon para identificar las
condiciones éptimas.

El protocolo de electroporacion de la invencion es una variacion de los protocolos de Suga y Hatakeyama (2003)
Curr. Genet. 43:206-211; Neumann et al. (1996) Biophys. J. (1996) 71:868-877; Thompson et al. (1998) Yeast
14:565-571; Becker y Guarente (1991) Methods Enzymol. 194.182-187; Melihon et al. (1990) Biotechnology 8:223-
227; Helmuth et al. (2001) Analytical Biochem. 293:149-152; y el protocolo proporcionado en el Ejemplo 5.
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Preparacioén de células de levadura: S. cerevisiae se cultivé durante la noche hasta la fase estacionaria. Una alicuota
del cultivo se inoculé en 100 ml de medio YPD para alcanzar la DOgop de aproximadamente 0,3. Las células se
cultivaron hasta alcanzar la DOgy de aproximadamente 1m6 antes de recolectar mediante centrifugacion. El
sedimento celular se lavo dos veces con agua fria, una vez con 50 ml de tampdén de electroporacion (sorbitol 1 M /
CaCl; 1M) y se incubd en 20 ml de LiAc 0,1 M/ DTT 10 mM a 30 °C durante 30 minutos. Las células se lavaron de
Nuevo con 50 ml de tampoén de electroporacion, después se suspendieron en 100 - 200 pl deI tampdn de
electroporacién hasta alcanzar un volumen de 1 ml. Esto corresponde a aproximadamente 1 a 10 x 10° células/ml.

Electroporacién: Se usaron 100.200, 300, o 400 pl de la suspension celular para la electroporacion por cubeta y 1, 2,
3, 0 4 ug del vector lienalizado correspondiente al inserto de ADN de 3, 6, 9 ug (proporcién vector inserto; = 1:3). Las
células se sometieron a electroporacion a 2,5 kV y 25 yF en una cubeta de BioRad GenePulser (hueco de electrodos
de 0,2 cm). La constante de tiempo de la electroporacion tipico varié de 3,0 a 4,5 milisegundos. Tras la
electroporacion, las células se suspendieron en 10 ml de la mezcla 1:1 de sorbitol 1M: medio YPD y se incubaron a
30 °C durante 1 hora. Después, se recolectaron las células y se cultivaron en medio SD-UT (-ura, -trp) que contenia
20 g/l de glucosa, 6,7 g/l de base nitrogenada de levadura sin aminoacidos, 5,4 g/l de Na;HPO,, 8,6 g/l de
NaH2PO4-H20 y 5 g/l de acidos casamino. El nimero de transformantes se determiné sembrando diluciones en serie
por 10 de las células transformadas en placas SD-UT selectivas. En referencia a la Figura 3, 72 horas después se
contaron las colonias y las eficiencias de transformacion (A) se expresaron como la media del nimero de
transformantes / ug del ADN del vector + desviacion estandar; y los rendimientos (B) se expresaron como la media
del nimero total de transformantes por cubeta + desviacién estandar.

La comblnaC|on de LiAc, DTT, CaCl; and sorbitol produjo de forma consistente una eficiencia de transformacion de 3
+1x10 transformantes por ug de ADN del vector de 1 ug de ADN del vector y 100 pl de células de levadura a una
denS|dad de 1,6 x 10° células/ml (determlnado mediante la densidad éptica a 600 nm, suponiendo 1 DO equivale a
10’ células) (Figura 3). Esto sugirié que aproximadamente el 2 % de las células de levadura se transformaron con
éxito y se puede esperar un tamafo de biblioteca de 3 + 1 x 10" de una cubeta de electroporacién. Para fabricar
bibliotecas todavia mas grandes, se evalué el volumen celular 6ptimo por cubeta individual. Sorprendentemente, la
eficiencia de la transformacion se potencié significativamente a 1 x 108 transformantes por ug de ADN del vector
cuando el volumen celular aumenté de 100 pl a 200 ul por cubeta. Al volumen celular maximo de 400 pl en una
cubeta de hueco de 0,2 cm, se podian generar facilmente bibliotecas de tamafios tan grandes como de 5 x 10 en
una cubeta usando la misma densidad y proporcion célula:ADN (Figura 3).

Este método de electroporacion es muy reproducible, ya que se obtuvieron eficiencias de transformacion similares
mediante operadores diferentes y en dos electroporadores diferentes (BioRad Gene Pulser™ modelo n° 1652076 y
Gene Pulser® || modelo n° 1652108).

Ejemplo 7: Eficiencias de electroporacién potenciadas de S. Cerevisiae comparando el uso de LiAc, DTT,
Sorbitol, y CaCl,

La tabla 3 muestra las eficiencias de electroporacion, rendimiento por cubeta, % de eficiencia y el tamafio maximo
de la bi biblioteca para el método del ejemplo 7, asi como variaciones en el método.

Tabla 3
Tratamiento Eficiencia} ’de;Ia , Rendlmlento por % de eficiencia® Tamaﬁc_) n_1éximg
electroporacion® x 10 cubeta® x 10’ de la biblioteca

1. Protocolo combinado 18,325 73,2+97 100 2x10"

2. Sin LiAc 1,7+ 0,1 6,7+0,4 9 1,4 x 10°
3.SinDTT 0,810,017 3,3+0,07 4 8 x 10°

4. Sorbitol / MgCl, 11,4+0,9 455+ 3,5 62 9 x 10°

5. Solo sorbitol 9+1,8 36+71 49 8 x 10°

6. Sacarosa/CaCl, 0,4+0,3 16+1,5 2 3,8 x 10°

7. Sacarosa / MgCl; 0,09 + 0,01 0,4 +0,07 0,4 8 x 10’

Numero de transformantes por ug del ADN del vector
4 Numero total de transformantes por reaccion de electroporacion en la cubeta

€ Suponlendo la eficiencia de transformacion obtenida usando el protocolo igual al 100%
Suponlendo que en un dia se realizan 25 reacciones de electroporacion en la cubeta

El protocolo combinado es el descrito en el ejemplo 7 de una electroporacion de 400 pl de suspension de levaduras
(,6 x 10%ml) con 4 pg del vector y 12 pg del inserto de ADN. Para los otros tratamientos, el protocolo combinado fue
el del Ejemplo 7, a excepcion de los cambios siguientes: (2) las células se trataron previamente Unicamente con
DTT; (3) las células se trataron previamente Unicamente con LiAc; (4) se us6 MgCl; en lugar de CaCl,. (5) se
excluyé el CaCl; del tampén de electroporacion; (6) se uso sacarosa 270 mM en lugar de sorbitol 1M; y (7) se us6
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sacarosa 270 mM / MgCl; 1 mM como tampodn de electroporacion.

Como se muestra en la Tabla 2, la eliminacién del pretratamiento con DTT o LiAc produjo reducciones respectivas
de la eficiencia de 93,3% y 85,7%. De un modo similar, la eliminacién del sorbitol o su sustitucién por sacarosa
condujo a una pérdida superior a la eficiencia del 96 % (Tabla 2 y datos no mostrados). Esto es consistente con los
hallazgos anteriores de que la capacidad del sorbitol para estabilizar la presion osmética y soportar la integridad de
la membrana de la levadura tras la electroporacién fue al menos parcialmente responsable de alcanzar una
eficiencia de transformacion alta (Becker, D. M. and Guarente, L. (1991) Methods Enzymol. 194:182-7; Weaver, J. C.
et al. (1988) FEBS Lett. 229:30-4). La presencia de CaCl; durante la electroporacion, probablemente para facilitar la
union del ADN a la membrana celular (Neumann, E. et al. (1996) Biophys. J. 71:868-77), parecia ser el parametro
menos critico, ya que su eliminacién solo disminuye modestamente la eficiencia de transformacion en un 30 % y su
sustitucion por MgCl; solo tuvo como resultad una pequefia disminucion del 11 %.

Ejemplo 8: Efecto de la tension sobre la eficiencia de la electroporaciéon

Se realiz6 un experimento para determinar el efecto de la tension sobre la eficiencia de electroporacion y determinar
la mejor proporcioén vector: inserto. El experimento se realizé dos veces. El protocolo del ejemplo 2 se realizé usando
varias tensiones en el intervalo de 0,5-2,5 kV y con varias proporciones vector: inserto en el intervalo de 1:1 a 1:10
(p/p), donde la cantidad del ADN del vector se mantuvo constante a 1ug. Todas las reacciones se concentraron y se
precipitaron usando SureClean y se resuspendioé el sedimento de ADN en agua dd antes de afiadir la suspension
celular, como se ha descrito anteriormente.

En cada experimento se prepararon células de levadura como se ha descrito anteriormente. El volumen del
vector/inserto se fijo en 11,6 yl para 5 reacciones.

Experimento 1

Tabla 4: Grafico que representa el recuento de colonias como funcién del vector: inserto y fuerza del campo1

2,5 kV/cm 5 kV/cm 7,5 kV/cm 10 kV/cm 12,5 kV/cm
1:1 0 0 2 83 21
1:2 0 2 26 170 160
1:3 0 1 84 212 104
1:4 6 1 104 362 139
1:5 0 1 61 179 68
1:10 0 3 52 182 126
' Las electroporaciones se realizaron en una cubeta de hueco de 0,2 cm con tensiones que varian
de 0,5a2,5kV
Tabla 5: Eficiencia de transfeccién como funcién del vector: inserto y fuerza del campo’
Eficiencia  de  la 7,5 kV/em 10 KV/em 12,5 kV/cm
1:1 2,00E+06 8,30E+07 2,10E+07
1:2 2,60E+07 1,70E+08 1,60E+08
1:3 8,40E+07 2,12E+08 1,04E+08
1:4 1,04E+08 3,62E+08 1,39E+08
1:5 6,10E+07 1,79E+08 6,80E+07
1:10 5,20E+07 1,82E+08 1,26E+08
' Las electroporaciones se realizaron en una cubeta de hueco de 0,2 cm con tensiones que varian
de 0,5a2,5kV

Resultados: La transformacion se detectd con una proporcién 1:1 de vector:inserto en el intervalo de tensiones de
1,5 a 2,5; una proporcion vector:inserto 1:2 en el intervalo de tensiones de 1,0 a 2,5; proporcién vector:inserto de 1:3
en el intervalo de tensiones de 1,0 a 2,5; proporcién vector:inserto de 1:4 en el intervalo de tensiones 0,5 a 2,5;
proporcion vector:inserto de 1:5 en el intervalo de tensiones de 1,0 a 2,5; y proporcion vector:inserto de 1:10 en el
intervalo de tensiones de 1,0 a 2,5. Para todas las proporciones vector:inserto se alcanzé el recuento maximo de
colonias usando una tension de 2,0 kV. Parece que las condiciones éptimas eran una prog)orcic')n vector:inserto de
1:4 y una tension de 2,0 kV, donde se alcanz6 una eficiencia de la transfeccion de 3,62 x 10°.
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Experimento 2

Tabla 6: Grafico que representa el recuento de colonias como funcién del vector: inserto y fuerza del campo1

Conjuntodel 5 5 kviem 5 kVicm 7,5 kVicm 10 kVicm 12,5 kViem
1:1 0 1 19 65 44

1:2 0 0 45 110 154

1:3 0 1 37 92 152

1:4 0 1 50 136 160

1:5 0 1 51 116 163

1:10 0 1 0 123 167

' Las electroporaciones se realizaron en una cubeta de hueco de 0,2 cm con tensiones que varian de
0,5a25kVv

Tabla 7: Eficiencia de transfeccién como funcién del vector: inserto y fuerza del campo’

Eficiencia de la trans. 7,5 kV/icm 10 kV/icm 12,5 kVicm

1:1 1,90E+07 6,50E+07 4,40E+07

1:2 4,50E+07 1,10E+08 1,54E+08

1:3 3,70E+07 9,20E+07 1,52E+08

1:4 5,00E+07 1,36E+08 1,60E+08

1:5 5,10E+07 1,16E+08 1,63E+08

1:10 0,00E+00 1,23E+08 1,67E+08

' Las electroporaciones se realizaron en una cubeta de hueco de 0,2 cm con tensiones que varian de
0,5a25kVv

Resultados: La transformacion se detectd con una proporcién 1:1 de vector:inserto en el intervalo de tensiones de
1,0 a 2,5; una proporcion vector:inserto 1:2 en el intervalo de tensiones de 1,5 a 2,5; proporcién vector:inserto de 1:3
en el intervalo de tensiones de 1,0 a 2,5; proporcién vector:inserto de 1:4 en el intervalo de tensiones 0,5 a 2,5;
proporcion vector:inserto de 1:5 en el intervalo de tensiones de 1,0 a 2,5; sin colonias a 1,5 kV. Para la proporcion de
vector:inserto 1:1 se alcanzé un recuento maximo de colonias usando una tensién de 2,0 kV. Para todas las demas
proporciones vector:inserto a una tension de 2,5 kV la tensién era 6ptima. Parecia que las condiciones 6pticas eran
una proporcion vector:inserto de 1:10 y una tension de 2,5 kV. Los resultados de este experimento indican que una
tension 6ptima es 2-2,5 kV, de modo que las cantidades crecientes del inserto respecto al vector no proporcionan
una ventaja significativa sobre una proporcion de 1:2.

Experimento 3: La entrada de ADN incrementada y tension elevada, pero no la proporcion entre el vector y el
inserto, son cruciales para una eficiencia maxima de la transformacion.

El efecto de la cantidad de ADN sobre la eficiencia de la transformacion se analizé mediante electroporacion de 400
pl de la suspension celular con 1, 2, 3, 4, o 8 ug del ADN del vector, al tiempo que se mantiene la misma proporcion
vector:inserto de 1:3. S. cerevisiae se tratd como se describe en el ejemplo 7. Una suspension celular de 400 pl (1,6
x 10° células/ml) se sometiod a electroporacion usando 1, 2, 3, o 4 ug del vector por cubeta (manteniendo una
proporcion vector:inserto = 1:3). En referencia a la Figura 4, tras 72 horas se determin6 el nimero de colonias y se
representd como (A) eficiencia de la transformacion (promedio de transformantes por pg del ADN del vector +
desviacion estandar y (B) rendimiento de la transformacion (numero total de transformantes por cubeta + desviacion
estandar). Adicionalmente, (C) 400 pl de la suspension celular se sometieron a electroporacion mediante 2 o0 2,5 kV
y proporciones vector:ADN del inserto diferentes. Las eficiencias de la transformacion se expresan como promedio
de transformantes por ug del ADN del vector.

Es interesante el hecho de que la eficiencia de la transformacion no cambié significativamente cuando se usaron
hasta 4 pg del ADN del vector para cada transformacion y disminuyeron Unicamente ligeramente con 8 ug del ADN
del vector (Figura 4A). Como cabia esperar, el rendimiento del tamafio de la biblioteca transformada aumenté en
correspondencia con las cantidades crecientes de la entrada de ADN (Figura 4B). En general, se descubrié que el
uso de 4 ug del vector linealizado era la condicién mas conveniente y eficiente. Para explorar si se pueden reducir
los 12 pyg del inserto del ADN (para alcanzar una proporcion vectoriinserto de 1:3), se analizaron diferentes
proporciones vector:inserto. Los resultados muestran que la proporcion puede se tan baja como de 1:1,5 sin que
afecte negativamente a la eficiencia de la transformacioén (Figura 4C). No obstante, se observaron eficiencias de la
transformacion menores cuando la proporcion inserto;vector era inferior a 1:1 o superior a 1:5 (datos no mostrados).
Ademas, se encontré que el escenario de la tension de la electroporacion era crucial, ya que la reduccion de la
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tension de la electroporacion de 2,5 kV a 2 kV o menor tenia como resultado una pérdida significativa de eficiencia
de transformacion (Figura 4C y datos no mostrados).

Ejemplo 9: Diversidad y productividad de la biblioteca de anticuerpos de bazo humanos no expuestos
anteriormente

El protocolo de electroporacion de la invenciéon se us6 para generar una gran biblioteca de anticuerpos humanos.
Los fragmentos de ADN de VH y Vk humanos de ARN poliA de bazo disponibles comercialmente se amplificaron por
separado usando reacciones en cadena de la polimerasa (PCR) y los cebadores indicados anteriormente Sblattero,
D. and Bradbury, A. (1998) Immunotechnology 3:271-8). Los fragmentos de Vk se combinaron proporcionalmente de
forma que cada familia de la linea germinal estuviera representada de forma igual en la biblioteca. Los fragmentos
de ScFv se prepararon por separado a partir de los fragmentos combinados de VH y Vk mediante PCR solapante.
Se generaron multiples bibliotecas de levaduras a partir de estos fragmentos de scFv mezclados con ADN del vector
lineal mediante electroporacion y se combinaron proporcionalmente para mantener representaciones iguales de
todas las secuencias de la linea germinal de VH. Un gran nimero de colonias de levadura se secuenciaron para
analizar la composicion de la linea germinal de scFv y los resultados confirmaron una diversidad elevada. Con la
excepcion de los raros genes de la linea germinal de VH7 de las otras familias de genes de la linea germinal se
identificaron y sus representaciones fueron aproximadamente proporcionales a su numero de genes de la linea
germinal de en la biblioteca de los autores (véase la Tabla 8). Dado que no se identificaron secuencias de VH
|dent|cas se ha estimado que la diversidad de la biblioteca tiene una probabilidad del 95 % de ser tan grande como
de 10" suponlendo una diversidad tedrica maxima de 10* para VK y una diversidad de 108 para VH
(aproxmadamente 10® linfocitos B donantes) y solo esta limitado por el tamafio de la biblioteca. Usando este
protocolo de electroporacion de levaduras altamente eficiente, ahora es posible construir bibliotecas de levadura con
tamafios cercanos a los de las bibliotecas de fagos tipicas (Hoogenboom, H. R. (2002) Methods Mol. Biol. 178:1-37;
Sblattero, D. and Bradbury, A. (2000) Nat Biotechnol. 18:75-80). De hecho, solo fue necesario un dia para generar
una biblioteca de Ievaduras de 2 x 10" simplemente aumentando la electroporacion a veinte cubetas y ahora se
hacen de forma rutinaria 10° bibliotecas de levaduras para la maduracion por afinidad y otros fines de optimizacion.

Tabla 8: Diversidad de la biblioteca de anticuerpos de bazo humanos no expuestos previamente

Familias de la linea | Distribucion teodrica (%) | Distribucion observada en la biblioteca de bazo humana
germinal de VH no expuesta previamente (%) (n=347)

VHA1 21 15

VH2 7 5

VH3 50 62

VH4 16 16

VH4 (DP63) 25 3,2

VH5 0,5 0,3

VH6 25 1,5

VH7 0,5 0

Para demostrar que las bibliotecas construidas producen anticuerpos con una afinidad razonablemente buena, la
biblioteca de anticuerpos de bazo humanos se seleccioné frente al factor a de necrosis tumoral (TNFa) inicialmente
mediante cIaS|f|caC|on celular activada por magnetismo con el fin de reducir el tamafio de la biblioteca a
aproximadamente 10" células, seguido de multiples rondas de FACS esencialmente como se ha descrito
anteriormente (Chao, G. et al. (2006) Nat. Protoc. 1:755-68; Feldhaus, M. J. et al. (2003) Nat. Biotechnol. 21:163-70).
Se identificaron multiples aglutinantes de TNFa y sus VH derivan de las secuencias de la linea germinal humana de
VH1, VH3 y VH4 and Vk de Vk1 y VK2, lo que indica que de hecho la biblioteca producia aglutinantes de antigeno de
un conjunto diverso de anticuerpos. Uno de los scFv mostré una afinidad 4 nM y otro mostré una afinidad 40 nM por
el TNFa. Tras la conversion de IgG, el aglutinante 4 nM mantuvo una afinidad de unién similar (1,5 nM mediante
ELISA), aunque el aglutinante de 40 nM mostré un incremento significativo de la afinidad (0,3 nM mediante ELISA).
Este incremento de la afinidad aparente podria deberse a la avidez de la IgG convertida interaccionando con dos
TNFa en la misma proteina de TNFa homotrimérica. Selecciones de bibliotecas adicionales también han identificado
anticuerpos de afinidad nanomolar baja frente a la IL-18 humana de esta biblioteca (datos no mostrados).

Usando la condicién de electroporamon mas Ooptica se puede alcanzar de forma rutinaria una eficiencia de
transformaciéon de levaduras de 1 x 10° transformantes de levaduras / pg de ADN del vector. Dado que esta
eficiencia de transformacion se alcanza en un volumen celular minimo (100 pl), es muy propensa a la automatizacion
y a dispositivos de electroporacion de multiples pocillos. Por ejemplo, se puede concebir que estableciendo la
electroporamon en una placa de electroporacion de 96 pocillos se puede conseguir un tamafio de biblioteca de 9,6 x
10°. Cuando esta electroporacion de de muiltiples pocillos se repite de 10 a 11 veces manualmente o mediante
automatizacion, se puede construir facilmente una biblioteca de levaduras superior a 10" transformantes en un dia.
Esta eficiencia y el posible tamafio de la biblioteca construida se acerca a la de una biblioteca de fagos tipica y es
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muy deseable en la maximizacion de la tasa de éxito del uso de la biblioteca de levaduras construida para las
diversas aplicaciones que se pueden aplicar a la biblioteca, tal como expresién de anticuerpos en levaduras y
seleccion de interaccion de dos hibridos levadura.
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OCoO~NOOTRhWN-

La practica de la invencién usara, a menos que se indique lo contrario, técnicas convencionales de electroporacion
celular y biologia de células de levadura, que son bien conocidas en la técnica.

Equivalentes
Las realizaciones anteriores se deben considerar en todos los aspectos como ilustrativas y no como limitantes de la
invencion descrita en el presente documento. El alcance de la invencién esta indicado en las reivindicaciones
adjuntas y no en la descripcion anterior y, por tanto, se pretende que todos los cambios que entren dentro del
significado y del alcance de equivalencia de las reivindicaciones estén incluidos en el presente documento.
Listado de secuencias

<110> ABBOTT LABORATORIES

<120> METODOS PARA TRANSFORMAR LEVADURAS

<130> 9161.W0O.01

<140> PCT/US09/01351
<141> 2009-03-03

<150> 61/067.910 <151> 2008-03-03
<160> 11

<170> Patentln version 3,5

<210>1

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: cebador sintético
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<400> 1
tccaccttcec actg

<210> 2
<211> 14
<212> ADN

14

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2531194713

<223> Descripcion de la secuencia artificial: cebador sintético

<400> 2
caggcacaca acag
<210>3

<211> 14
<212> ADN

14

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: cebador sintético

<400> 3
gagtgtcaca gagc
<210> 4

<211> 14
<212> ADN

14

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: cebador sintético

<400> 4
agttccacga cacc
<210>5

<211> 13
<212> ADN

14

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: cebador sintético

<400> 5

gaaggtgtgc acg

<210>6
<211> 13
<212> ADN

13

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: cebador sintético

<400> 6
ccacgctgct gag
<210>7

<211> 14
<212> ADN

13
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<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: cebador sintético

<400>7
actttgcaca ccac
<210> 8

<211> 14
<212> ADN

14

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: cebador sintético

<400> 8

tttgttgccg ttgg

<210>9
<211>15
<212> ADN

14

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: cebador sintético

<400> 9
gggaattctc acagg
<210> 10

<211> 23
<212> ADN

15

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: cebador sintético

<400> 10

gcgecctgaa aatacaggtt ttc 23

<210> 11
<211>15
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 11

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser
1 5 10 15
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REIVINDICACIONES

1. Un método de preparacién de una biblioteca de levaduras mediante electroporacién de células de levadura,
comprendiendo el método las etapas de:

incubar las células de levadura en una solucién que comprende LiAc de 0,01 a1,0 My DTT de 1a 100 mM, y
proporcionar una suspension que comprende ADN de vectores, ADN del inserto, las células de levadura, sorbitol
de 0,1a10 My CaCl, o MgCl, de 0,1 210 mM y

electroporar la suspensién a 0,5 kV /cm a 12,5 kV/cm con una capacitancia de 10 a 50 uF.

2. El método de la reivindicacion 1, donde la suspension comprende sorbitol 1M y CaClz.1 mM.
3. El método de la reivindicacion 1, donde la suspension comprende sorbitol 1M y MgClz 1 mM.

4. El método de la reivindicacién 1, donde las células de levadura se incuban en una soluciéon que comprende LiAc
0,1MyDTT 10 Mm.

5. El método de la reivindicacién 1, donde la suspensién se somete a electroporaciéon a 2,5 kV/cm con una
capacitancia de 25 pF.

6. El método de la reivindicacién 1, donde la etapa de electroporacion se realiza en una cubeta con 0,2 cm de hueco.
7. El método de la reivindicacion 1, donde se usa de 1 ug a 8ug del ADN del vector.

8. El método de la reivindicacion 1, donde se usan 4 ug del ADN del vector.

9. El método de la reivindicacion 1, donde el vector es lineal.

10. El método de la reivindicacién 1, donde la suspensiéon comprende 400 ul of 1,6 x 10° células de levadura/ml.

11. El método de la reivindicacion 1, donde la proporcion entre el ADN del vector y el ADN del inserto esta en el
intervalo de 1:0,5 a 1:10.

12. El método de la reivindicacion 1, donde la proporcion entre el ADN del vector y el ADN del inserto es de 1:3.

13. Un método para transformar levaduras con ADN para preparar una biblioteca de levaduras, comprendiendo el
método las etapas de:

[[C]] cultivar células de levadura a una DOgoo de1,0 a 2;

[[L]] lavar las células de levadura en agua;

[[L]] lavar las células de levadura en una solucion que comprende sorbitol y CaCly;

[l incubar las células de levadura en una solucion que comprende LiAc de 0,01 a 1,0 My DTT de 1 a 100 mM;
[[L]] lavar las células de levadura en una solucion que comprende sorbitol y CaCly;

[[R]] resuspender las células de levadura en una solucion que comprende sorbitol de 0,1 a 10 M y CaCl, o MgCl,
de 0,1 a 10 mM para formar una suspension de electroporacion de las células de levadura.

[[A]] afadir un volumen de la suspension de electroporacion de las células de levadura al ADN del vector y al
ADN del inserto para formar una suspension de electroporacion de células de levadura — ADN; y

[[E]] electroporacién de la suspension de electroporacion de células de levadura — ADN a una tensién de entre
2,5 kV/cm and 12,5 kV/cm en una cubeta de hueco de 0,2 cm.
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