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DESCRIPCION
Medios y métodos para producir anticuerpos de alta afinidad

La invencion se relaciona con el campo de la biologia celular. Mas especificamente, la invencion se relaciona con el
campo de la produccion de anticuerpos.

Los cultivos de linfocitos B ex vivo son herramientas importantes en las aplicaciones bioldgicas y médicas actuales. Una
aplicacion importante es cultivar células que producen anticuerpos con el fin de cosechar los anticuerpos,
preferiblemente anticuerpos monoclonales. Los anticuerpos monoclonales (mAb) representan multiples copias idénticas
de una molécula de anticuerpo Unica. Entre los beneficios de los mAb esta su especificidad para el mismo epitopo sobre
un antigeno. Esta especificidad le confiere ciertas ventajas clinicas a los mAb sobre los tratamientos mas
convencionales mientras que les ofrece a los pacientes una opcion de terapia efectiva, bien tolerada con efectos
colaterales generalmente bajos. Mas aun, los mAb son Utiles para investigacion biolégica y médica.

Los linfocitos B maduras se pueden cultivar in vitro bajo condiciones que semejan algunos aspectos claves de la
reaccion del centro germinal (GC), esto es, la activacion de los linfocitos B con el ligando (L) CD40 y la presencia de
citocinas como la interleucina (IL)-4, IL-10 o IL-21. Mientras que los linfocitos B cultivados con CD40L, IL-2 e IL-4
producen muy poco lIg, la adicion de IL-21 conduce a la diferenciacion de las células de plasma acompafadas por alta
secrecion de Ig. Aunque este sistema in vitro ha probado ser Util para estudiar algunos aspectos de la diferenciacion del
linfocito B, tanto las IgD + los linfocitos B y los linfocitos B de memoria IgD conmutados eventualmente se diferencian en
las células de plasma terminalmente diferenciadas, que estan acompafiadas por la detencidon del ciclo celular que
precluye la generacion de lineas celulares positivas BCR especificas de antigeno de largo plazo.

Recientes avances han suministrado comprension en como multiples factores de transcripcion, incluyendo la proteina 1
de maduracion inducida por linfocito B (BLIMP1) y el linfoma de linfocito B (BCL) 6 controla el desarrollo de los linfocitos
B GC en células de plasma productoras de anticuerpo terminalmente detenidas. El represor BCL6 transcripcional ha
mostrado evitar la diferenciacion de las células de plasma. El BCL6 es altamente expresado en linfocitos B GC donde
este facilita la expansion de linfocitos B al subregular p53 y evitar la diferenciacion prematura de las células GC en las
células de plasma mediante BLIMP1 negativamente regulante.

Un método mejorado para generar un linfocito B similar a plasmablasto que produce anticuerpo fue descrito
recientemente en el documento WO 2007/067046. De acuerdo con este método, la cantidad de BCL6 y un miembro de
la familia Bcl-2, preferiblemente Bcl-xL, se modulan en un linfocito B, preferiblemente un linfocito B de memoria, para
generar un linfocito B similar a plasmablasto que produce anticuerpo. En el documento WO 2007/067046 la cantidad de
BCL6 y/o el producto de expresion Bcl-xL estan directa o indirectamente influenciados. Preferiblemente las cantidades
de los productos de expresion tanto el BCL6 como el Bcl-xL dentro de dicha célula productora de anticuerpo se
incrementan, ya que ambos productos de expresion estan involucrados en la estabilidad de un linfocito B productor de
anticuerpo. Dicho Bcl-xL es un miembro de la familia Bcl-2 antiapoptética. Los procesos que son controlados por la
familia Bcl-2, que incluyen tanto proteinas pro como antiapoptéticas, se relacionan con la senda mitocondrial de la
apoptodsis. Esta senda procede cuando las moléculas secuestradas entre las membranas mitocondriales exterior e
interior se liberan en el citosol mediante la permeabilizacién de la membrana exterior mitocondrial. Los miembros de la
familia proapoptotica se pueden dividir en dos clases. Las moléculas efectuadoras Bax y Bak, que contienen los asi
llamados dominio 3 (BH3) de Homologia Bcl-2, estan involucrados en permeabilizar la membrana mitocondrial exterior
al formar poros proteolipidos; las proteinas de solo BH3 proapoptéticas (Bad, Bik, Bim, Bid, Hrk, Bmf, bNIP3, Puma y
Noxa) funcionan bajo diferentes tensiones celulares mediante interacciones proteina-proteina con otros miembros de la
familia Bcl-2 (antiapoptotica)

Los miembros de la familia Bcl-2 antiapoptética Bcl-2, Bel-xL, Bcl-w, A1 y Mcl-1 estan generalmente integrados con la
membrana mitocondrial exterior. Ellos se unen directamente e inhiben las proteinas Bcl-2 proapoptéticas para proteger
la integridad de la membrana mitocondrial.

En tal método se prefiere adicionalmente que dicho linfocito B similar a plasmablasto que produce anticuerpo se incube
con IL 21 y CD40L. Un linfocito B, tal como un linfocito B similar a plasmablasto que produce anticuerpo, es
preferiblemente cultivado en la presencia de CD40L ya que la replicacion de la mayoria de los linfocitos B esta
favorecida por el CD40L. Se prefiere adicionalmente que el STAT3 se active en dicho linfocito B productor de
anticuerpo. La activacion del STAT3 se puede lograr de una variedad de maneras. Preferiblemente, el STAT3 se activa
al suministrar una célula productora de anticuerpo con una citocina. Las citosinas, estan naturalmente involucradas en la
diferenciacion del linfocito B, son muy efectivas en regular las proteinas STAT. Los activadores muy efectivos del STAT3
son IL 2, IL 10, IL 21 e IL 6, pero también IL 7, IL 9, IL 15, IL 23 e IL 27 son conocidos por activar el STAT 3.
Adicionalmente, o alternativamente, la activacion del STAT 3 se logra al transferir al linfocito B de un acido nucleico que
codifica un mutante de STAT 3 que confiere activacion constitutiva al STAT 3. (Sean A Diehl, Heike Schmidlin, Maho
Nagasawa, Simon D van Haren, Mark J Kwakkenbos, Etsuko Yasuda, Tim Beaumont, Ferenc A Scheeren, Hergen Spits
STAT3-mediated up-regulation of BLIMP1 is coordinated with BCL6 down-regulation to control human plasma cell
differentiation J Immunol 2008 vol. 180 (7) pp. 4805-15)
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Mas preferiblemente se utiliza IL 21, ya que el IL 21 es particularmente adecuado para influenciar la estabilidad de un
linfocito B similar a plasmablasto productor de anticuerpo. Ademas de la regulacién hacia arriba del STAT 3, el IL 21 es
capaz de regular hacia arriba la expresion Blimp 1 aun cuando la expresion del Blimp 1 es contrarrestada por el BCL6.
Con los métodos divulgados en el documento WO 2007/067046, se ha vuelto posible incrementar el periodo de vida
replicativo de una célula productora de anticuerpo ya que es posible mantener un linfocito B en una etapa de desarrollo
donde ocurre la replicacion. En cultivos de linfocito B ex vivo tempranos el periodo de vida replicativo fue de unas pocas
semanas a dos meses. Durante este tiempo las células cultivadas perdieron su capacidad de replicarse y murieron. Con
un método como el que se divulgd en el documento WO 2007/067046, sin embargo, se ha vuelto posible prolongar el
periodo de vida replicativo de unos linfocitos B de memoria que producen anticuerpo, de tal manera que se generan
cultivos ex vivo que comprenden linfocitos B similares a plasmablasto que son capaces de replicar y producir anticuerpo.

Aunque estos métodos posibilitan la produccion de anticuerpos que apuntan eficientemente a un antigeno de interés, se
desea a menudo la mejora de las caracteristicas del anticuerpo, tal como la afinidad de unién. Las caracteristicas de
union son por lo tanto regularmente alteradas al introducir mutaciones en el acido nucleico codificante, preferiblemente
en la region codificante CDR, y ensayar los anticuerpos resultantes. Esto es, sin embargo, consumidor de tiempo. Por lo
tanto se desean métodos alternativos para obtener anticuerpos de alta afinidad.

Es un objeto de la presente invencién suministrar métodos para producir y/o seleccionar anticuerpos de alta afinidad.

La invencion suministra medios y métodos para obtener una poblaciéon de linfocito B, iniciando desde un cultivo de
linfocito B, cuya poblacion tiene una capacidad de unién promedio mayor que el cultivo de linfocito B original.
Preferiblemente, se produce una poblacion de linfocito B monoclonal, partiendo de un cultivo de linfocito B monoclonal.
La invencidon suministra una manera simple y elegante de obtener poblaciénes de linfocitos B con una capacidad de
unién promedio incrementada, sin la necesidad de técnicas de mutacién laboriosas.

La invencién suministra un método de acuerdo a las reivindicaciones para producir anticuerpos especificos para un
antigeno de interés.

Dentro de una poblacion de linfocitos B monoclonales capaces de producir anticuerpo especifico para un antigeno de
interés, es posible seleccionar, en la etapa e) de un método de acuerdo con la invencién, al menos 1, opcionalmente
mas de 1, tal como por ejemplo 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 20, 25 o 50 linfocitos B con una capacidad de unién para dicho
antigeno de interés que es mayor que la capacidad de uniéon promedio de dicha poblacién de linfocitos B de dicho
antigeno de interés. Tales linfocitos B con una capacidad de union superior para un antigeno de interés que la
capacidad de union promedio de la poblacion de linfocitos B para dicho antigeno de interés se denominan aqui
“linfocitos B de alta afinidad”. Una posible razén para una diferencia en la capacidad de unién entre los linfocitos B
multiples en una poblacién monoclonal de linfocitos B es que la expresion del BCR varia entre los linfocitos B en dicha
poblaciéon. Un linfocito B con una expresion relativamente alta de BCR unira mas antigeno de interés que un linfocito B
con una expresion relativamente baja de BCR. Sin embargo, se espera que anticuerpos producidos mediante los
linfocitos B con diferente expresion del BCR, tenga la misma afinidad de union. Los presentes inventores de manera
sorprendente encontraron que, ademas de una expresion BCR relativamente alta, una coleccién de linfocitos B de alta
afinidad producen anticuerpos especificos para el antigeno de interés que une dicho antigeno con una afinidad mayor
que la afinidad promedio de los anticuerpos producidos por dicha poblaciéon de los linfocitos B. Ain de manera mas
sorpréndete, los inventores encontraron que los cultivos de linfocito B obtenidos con un método de la invencion
contenian células que se unen a antigeno con una mayor afinidad que el linfocito B promedio en el cultivo original. Los
linfocitos B Unicos se pueden asi aislar de una poblacién de linfocitos B dadas sobre la base de su capacidad de unién
mayor mediante los métodos conocidos en la técnica y se pueden expandir a una nueva poblacion de linfocitos B en al
menos tres semanas. Estos nuevos linfocitos B producen anticuerpos que tienen una alta afinidad que los anticuerpos
producidos por la poblacién de linfocitos B original que los nuevos linfocitos B de los que se derivan. Este hallazgo es
contrario a las expectativas ya que una persona experta en la técnica esperaria que después del aislamiento de un
linfocito B (subclon) de una poblaciéon ya monoclonal de dichos linfocitos B, la afinidad por el antigeno del anticuerpo
producido por la progenie del subclon de dicha poblacién de linfocito B ya monoclonal regresara a la afinidad promedio
para el antigeno, comparable a la afinidad promedio de la poblacién de linfocitos B de los cuales se seleccioné al menos
un linfocito B.

Asi, en una realizacion en la etapa a) de un método de acuerdo con la invencién preferiblemente se selecciona un
linfocito B Unico, por ejemplo de una poblacién policlonal de linfocitos B. El linfocito B unico es posteriormente expandido
en una poblacién monoclonal de linfocitos B en las etapas b) a d). Esto se logra por ejemplo utilizando un método como
se describié en el documento WO 2007/067046, que se discutid aqui anteriormente. De esta manera, se obtiene la
etapa d), una linea de linfocitos B monoclonales especifica para un antigeno de interés. En principio, todos los linfocitos
B en las lineas de linfocito B monoclonales producen esencialmente los mismos anticuerpos especificos para dicho
antigeno, aunque pequefas diferencias en afinidad para dicho antigeno pueden estar presentes entre las células de
dicha linea de linfocitos B monoclonales, es decir, algunos linfocitos B en la poblacién monoclonal produce anticuerpos
con una afinidad que es ligeramente superior que la afinidad promedio y algunos linfocitos B en la poblacion monoclonal
producen anticuerpos con una ligera afinidad inferior. La poblacion de linfocitos B se convierte en ligeramente
heterogénea de nuevo. En la etapa e), al menos uno de tales linfocitos B con una mayor afinidad que la afinidad
promedio se selecciona de la linea de linfocitos B monoclonal. En la etapa f) el linfocito B o los linfocitos B
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seleccionados en la etapa e) son posteriormente cultivados en una segunda linea de linfocitos B, preferiblemente
monoclonal. La presente invencidon suministra la comprension de que esta segunda linea de linfocitos B, preferiblemente
monoclonales, tiene una afinidad promedio que es mayor que la afinidad promedio de la poblacion de linfocitos B
monoclonales originales obtenida en la etapa d). Como se describié anteriormente, fue sorprendente encontrar que la
alta afinidad de los linfocitos B seleccionados se mantuvo después del cultivo, adn si el cultivo tiene lugar durante un
periodo de tiempo prolongado, en lugar de regresar a la afinidad promedio de la poblacion original. Asi, la segunda
poblacion monoclonal de los linfocitos B cultivados en la etapa f) tiene una afinidad promedio mayor para el antigeno
que la poblacion de linfocitos B monoclonales cultivados en la etapa d). De manera similar, la afinidad de la mayoria de
los linfocitos B en la segunda poblacion monoclonal de la etapa f) es mayor que la afinidad de la mayoria de los
linfocitos B en una poblacion monoclonal de la etapa d).

Se suministra un método de acuerdo con las reivindicaciones para producir anticuerpos especificos para un antigeno de
interés. Se obtienen anticuerpos los cuales tienen una afinidad por dicho antigeno de interés que es mayor que la
afinidad promedio por dicho antigeno de interés de los anticuerpos producidos mediante los linfocitos B de dicha primera
linea de linfocitos B monoclonales.

En otra realizacion, se selecciona mas de un linfocito B en la etapa a) de un método de la invencién, por ejemplo 2, 3, 4,
5, 10, 15, 25, 50 o 100 linfocitos B. Los linfocitos B son por ejemplo seleccionados de una poblaciéon policlonal de
linfocitos B o de una muestra bioldgica. Los linfocitos B seleccionados son posteriormente expandidos en una poblacion
de linfocitos B en las etapas b) a d), por ejemplo utilizando un método descrito en el documento WO 2007/067046. La
poblacion de linfocitos B obtenida es asi una (segunda) poblacién de linfocitos B policlonales. Posteriormente, y antes
de la etapa e) se lleva a cabo un método de la invencion, se produce preferiblemente una poblacién monoclonal de
linfocitos B. Esto es hecho por ejemplo al seleccionar un linfocito B Unico de dicha (segunda) poblacién policlonal de
linfocitos B utilizando Clasificaciéon de Célula Activada por Fluorescencia o limitando la dilucién, lo cual se explica
adelante, y expandiendo dicho linfocito B Unico seleccionado a una poblacion monoclonal de linfocitos B. Luego, en la
etapa e) se lleva a cabo un método de la invencion, en el cual al menos un linfocito B con una mayor afinidad que la
afinidad promedio en la cual se selecciona al menos un linfocito B con una mayor afinidad que la afinidad promedio de la
poblacién de linfocitos B monoclonales. En la etapa f) el linfocito B o los linfocitos B seleccionados en la etapa e) son
posteriormente cultivados en una segunda linea de linfocitos B monoclonales, después de lo cual se obtienen los
anticuerpos producidos mediante dicha segunda linea de linfocitos B monoclonales en la etapa g).

Un método como se describio aqui permite obtener anticuerpos de alta afinidad, mejorados, preferiblemente anticuerpos
monoclonales, sin el uso de técnicas recombinantes. Antes de la presente invencién, la afinidad de los anticuerpos
(monoclonales) se incremento utilizando tales técnicas recombinantes. La secuencia del acido nucleico que codifica el
anticuerpo requiere primero ser determinada. Posteriormente se introducen una o mas mutaciones en la secuencia del
acido nucleico que codifica el anticuerpo. Luego, los genes que contienen una o mas mutaciones requieren ser
expresados en una célula seguidos por la produccion de anticuerpos en las células productoras. Finalmente, el
anticuerpo mutado tiene que ser ensayado por su capacidad de union al antigeno de interés con el fin de determinar si
se obtuvo anticuerpo con la afinidad mejorada para dicho antigeno comparado con el anticuerpo no mutado. Tal proceso
para mejorar la afinidad de un anticuerpo es elaborado y consume tiempo. El método de acuerdo con la presente
invencion permite la produccién del anticuerpo de alta afinidad en un proceso directo y menos elaborado sin necesidad
de ingenieria molecular.

En una realizacion de la invencién, después de la etapa de seleccionar al menos un linfocito B de alta afinidad de dicha
poblacién ya monoclonal de linfocitos B (etapa e) del método de la invencién como se describié anteriormente, dicho al
menos un linfocito B de alta afinidad es permitido para expandirse en una poblacién de linfocitos B, preferiblemente una
linea de linfocitos B monoclonales, de nuevo, después de lo cual se efectia otra etapa de seleccionar al menos un
linfocito B de alta afinidad de dicha nueva poblacién de linfocitos B, preferiblemente de dicha nueva linea de linfocitos B
monoclonal. Al repetir las etapas de permitir la expansion del linfocito B seleccionado en una poblacién y seleccionar al
menos un linfocito B sobre la base de su capacidad de unién para el antigeno, es decir, repetir las etapas d) y €), es
posible generar células B que producen anticuerpo de alta afinidad. Preferiblemente, al repetir las etapas de expansién y
seleccién como se describié anteriormente, es posible incrementar con cada ciclo de seleccion la afinidad del anticuerpo
producido mediante la poblacién de linfocito B resultante para el antigeno de interés.

Se suministra asi un método que comprende luego de la etapa e) del método de la invencion, repetir la etapa de permitir
la expansion de al menos un linfocito B de alta afinidad seleccionado en una poblacién de linfocitos B, preferiblemente
una linea de linfocitos B monoclonal, y seleccionar de nuevo al menos un linfocito B de alta afinidad, es decir, repetir las
etapas d) y e) de un método de la invencién al menos una vez. Dichas etapas son por ejemplo repetidas una vez, pero
preferiblemente dos veces, tres veces, cuatro veces, cinco veces o alin mas veces.

En una realizacion se suministra un método de la invencién en donde dicho al menos un linfocito B seleccionado en la
etapa e) se cultiva durante al menos cuatro semanas. Preferiblemente dicho al menos un linfocito B seleccionado en la
etapa e) se cultiva en al menos seis semanas, mas preferiblemente durante al menos nueve semanas, mas
preferiblemente durante al menos tres meses, mas preferiblemente durante al menos seis meses.
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Sin estar ligados a ninguna teoria, se considera que las diferencias en la afinidad de los anticuerpos para el antigeno de
interés dentro de una poblacién de linfocitos B monoclonales pueden resultar de procesos mediados por Citidina
Deaminasa Inducida por Activacion (AID). Los linfocitos B de memoria y primitivos activados por antigeno en el centro
germinal sufren de proliferacion extensiva, acompafiados por hipermutaciones somaticas (SHM) y recombinacion
conmutada de clase (CSR) de los genes Ig mediados por AID. El aire desamina los residuos de desoxicitidina en genes
de inmunoglobulina, lo que dispara la diversificacion del anticuerpo. Se demostré en la solicitud de patente US
2008305076 que el IL 21 induce la expresion de BLIMP, BCL6 y AID, pero no induce directamente hipermutacion
somatica. Sin embargo, los presentes inventores encontraron que el AID se expresa en los linfocitos B que son
cultivadas de acuerdo a un método como se describié aqui. La expresion del AID en (un linfocito B que se desarrollara)
un anticuerpo que produce linfocitos B permite la generacion de inmunoglobulinas novedosas que albergan mutaciones
que no estaban presentes en el linfocito B original antes de la transduccién con BCL6 y un acido nucleico antiapoptético.
Asi, cultivar un linfocito B en los cuales se indujo hipermutacion somatica mediante la expresion del AID permite a la
generacion de variantes de inmunoglobulina los cuales, por ejemplo, tienen una mayor o menor afinidad por un antigeno
de interés, o que son mas estables, por ejemplo, en una solucién acuosa o bajo condiciones salinas incrementadas, o
cualquier combinacion de las mismas.

Luego de la seleccion de al menos un linfocito B de alta afinidad dicha poblacion de linfocitos B, AID y aun expresados
dentro de dicho seleccionado al menos un linfocito B. Por lo tanto, después de la selecciéon de tal linfocito B, el AID en
dicho linfocito B aun permite la introduccion de mutaciones en el gen de inmunoglobulina de la progenie de dicho
linfocito B. Las hipermutaciones somaticas en los genes de inmunoglobulina ocurren preferiblemente en la region CDR3
de los genes Ig. Las mutaciones introducidas en la region CDR3 de la inmunoglobulina es mas probable que resulten en
la afinidad de union reducida o perdida para un antigeno de dicha inmunoglobulina que en una afinidad de unién
incrementada. Los presentes inventores, sin embargo, encontraron una afinidad de unién incrementada.

Como se utiliza aqui, el término “acido nucleico antiapoptético” se refiere a un acido nucleico que es capaz de retrasar
y/o evitar la apoptosis en un linfocito B. Dicho acido nucleico antiapoptético es capaz de retrasar y/o evitar la apoptosis
en un linfocito B que produce anticuerpo. Se utiliza un acido nucleico antiapoptético el cual comprende un acido nucleico
exogeno. Esto significa que se utiliza una secuencia de acido nucleico que no es naturalmente expresada en los
linfocitos B, o que se utiliza una copia adicional de un acido nucleico de ocurrencia natural, de tal manera que la
expresion en los linfocitos B resultantes se mejora comparada con los linfocitos B naturales. Varios acidos nucleicos
antiapoptéticos son conocidos en la técnica. Se utiliza un acido nucleico el cual es un miembro antiapoptético de la
familia Bcl-2, por que las proteinas Bcl-2 antiapoptéticas son buenos inhibidores de la apoptosis. Muchos procesos que
son controlados por la familia Bcl-2 cuya familia incluye tanto proteinas pro como antiapoptoticas (se relacionan con la
senda mitocondrial de la apoptosis), como se subraya con mas detalle adelante. Los miembros de la familia Bcl-2
antiapoptética Bcl-2, Bcel-xL, Bel-w, A1y Mcl-1 se integran generalmente con la membrana mitocondrial exterior. Ellos se
unen directamente e inhiben las proteinas proapoptéticas que pertenecen a la familia Bcl-2 para proteger la integridad
de la membrana mitocondrial.

En un método de acuerdo con la invencion dicho acido nucleico antiapoptético codifica Bel-xL. Una combinacion de los
acidos nucleicos BCL6 y Bcl-xL es particularmente adecuada para inmortalizar los linfocitos B y el cultivo de largo plazo
de los linfocitos B similares a plasmablastos resultantes. Una combinacion de BCL6 y Bcl-xL estabiliza los linfocitos B
particularmente bien.

Una poblacion de linfocitos B de acuerdo con la invencion preferiblemente es una poblacion monoclonal de linfocitos B.
Un ejemplo de una poblacion de linfocitos B de acuerdo con la invencidon es una linea celular de linfocitos B,
preferiblemente linfocitos B monoclonales. De esta manera, una poblacion de linfocitos B de acuerdo con la invencion es
mas preferiblemente una linea de linfocitos B monoclonales. Permitir la expansién de dichos linfocitos B en una
poblacion de dichos linfocitos B se logra por ejemplo al cultivar dichos linfocitos B hasta que se obtiene una poblacién de
dichos linfocitos B.

Dentro de una poblacién de linfocitos B, ain en una poblacion de linfocitos B monoclonales, la capacidad de unién de
los BCR de los linfocitos B de dicha poblacion, y la capacidad de union de los anticuerpos producidos por los linfocitos B
de dicha poblacion, no es igual, en su lugar existe una variacion en dicha capacidad de union. La capacidad de unién
promedio de la poblacion de linfocitos B se define aqui como el promedio de la capacidad de unién o la afinidad
promedio del BCR y/o anticuerpo de todos los linfocitos B individuales en dicha poblacion. La afinidad promedio para un
antigeno de interés de un anticuerpo producido mediante un linfocito B o mediante una poblacion de linfocitos B se
define aqui como el promedio de las afinidades para dicho antigeno de interés de los anticuerpos producidos por todos
los linfocitos B individuales en dicha poblaciéon. Un linfocito B de alta afinidad de una poblacién de linfocitos B,
preferiblemente de una linea de linfocito B monoclonal, de acuerdo con la invencién se selecciona preferiblemente del
40% superior de los linfocitos B de una poblacion, preferiblemente de una linea de linfocitos B monoclonal, con respecto
a la capacidad de unién y/o afinidad, preferiblemente del 30% superior de los linfocitos B de dicha poblacion y de la
linea de linfocito B monoclonal, mas preferiblemente del 25% superior de los linfocitos B de dicha poblacién o la linea de
linfocito B monoclonal, mas preferiblemente del 20% superior de los linfocitos B de dicha poblacion o linea de linfocito B
monoclonal, mas preferiblemente del 15% superior de los linfocitos B de dicha poblacion o linea de linfocito B
monoclonal, mas preferiblemente un 10% superior de los linfocitos B de dicha poblacidon o la linea de linfocito B
monoclonal, mas preferiblemente del 1% superior de los linfocitos B de dicha poblacion o de linea de linfocitos B

5



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2626 671 T3

monoclonal. En una realizacioén, un linfocito B de alta afinidad se selecciona del 1% superior de los linfocitos B de una
poblacion o linea de linfocito B monoclonal con respecto a la capacidad de unién y/o afinidad.

La afinidad promedio para un antigeno de interés del anticuerpo producido mediante una poblacién de linfocitos B,
preferiblemente mediante una linea de linfocito B monoclonal, cultivada de al menos un linfocito B de alta afinidad de
acuerdo con la invencion es preferiblemente al menos 1.1 veces la afinidad promedio para dicho antigeno de interés de
la poblacion de linfocitos B de los cuales al menos se seleccioné un linfocito B de alta afinidad, mas preferiblemente al
menos 1.2,1.3,1.4,1.5,1.6,1.7,1.8,1.9,2.0,2.1,2.2,2.3,24, 2.5, 3.0, 3.5, 4.0, 5.0, 10.0, 20, 50, 100 veces, 0 mas, la
afinidad promedio por dicho antigeno de interés.

La afinidad de un anticuerpo se puede determinar utilizando cualquier método conocido por la persona experta en la
técnica. La afinidad de un anticuerpo se determina por ejemplo utilizando un ensayo inmunosorbente ligado a enzima
(ELISA), Resonancia de Plasmoén Superficial (tal como Biacore) u Octet (ForteBio). La Resonancia de Plasmoén
Superficial (SPR) y el Octet son técnicas para medir las interacciones biomoleculares en tiempo real en un ambiente
libre de marcador, para el SPR, una de las interacciones, por ejemplo un anticuerpo, se inmoviliza en la superficie del
sensor, la otra, por ejemplo antigeno, esta libre en la solucidn y pasa sobre la superficie. La asociacion y disociacion se
mide en unidades arbitrarias y preferiblemente se despliega en un sensorgrama. Cualquier cambio en el numero de
moléculas unido a la punta del biosensor origina un cambio en el patron de interferencia que se puede medir en tiempo
real. Utilizando Octec se analiza el patron de interferencia de la luz blanca reflejada de dos fuentes, una capa de
proteina inmovilizada sobre la punta del biosensor, y una capa de referencia interna. La unién entre un ligando
inmovilizado en la superficie de la punta del biosensor, por ejemplo un anticuerpo, y una proteina en solucién, por
ejemplo un antigeno de interés producen un incremento en el grosor éptico de la punta del biosensor, que da como
resultado un cambio en la longitud de onda que es una medida directa del cambio en el grosor de la capa bioldgica.
ELISA comprende inmovilizar una proteina, por ejemplo un antigeno de interés, sobre la superficie del soporte sdlido,
por ejemplo una placa de 96 pozos, y aplicar una muestra para ser detectada o cuantificada sobre el soporte sélido.
Alternativamente, un anticuerpo de captura se fija sobre la superficie del soporte sélido después de lo cual una muestra
que contiene la proteina a ser detectada o cuantificada se aplica al anticuerpo de captura inmovilizado permitiéndole a la
proteina de interés unirse. Las proteinas que no se unen son lavadas. Posteriormente un anticuerpo especifico
conjugado a un marcador o una enzima (o un anticuerpo primario seguido por un anticuerpo secundario conjugado a un
marcador o a una enzima) se agrega al soporte sdlido. Preferiblemente, se determina la constante de afinidad (Kp) de
un anticuerpo producido mediante un linfocito B de acuerdo con la invencion

La unién de un linfocito B de acuerdo con la invencién a un antigeno de interés se puede medir utilizando cualquier
método conocido por una persona experta en la técnica. Por ejemplo, un antigeno de interés se marca con, por ejemplo,
una marca fluorescente. La deteccién de unién puede posteriormente determinarse mediante varias técnicas, entre las
cuales la microscopia de fluorescencia y la seleccion de célula activada por fluorescencia (FACS). EI FACS permite la
separacion de las células en una suspension sobre la base del tamafio y la fluorescencia de los anticuerpos conjugados
dirigidos contra los antigenos de superficie.

Seleccionar al menos un linfocito B de alta afinidad de una poblacién de linfocitos B, preferiblemente de una linea de
linfocito B monoclonal, se puede efectuar utilizando cualquier método conocido por una persona versada en la técnica.
La seleccion de al menos un linfocito B de alta afinidad de acuerdo con la invencion es por ejemplo efectuada al
seleccionar la célula por ejemplo utilizando FACS (ver anteriormente) o dilucion limitada. La dilucién limitada comprende
la disolucion en serie de una suspension de células, por ejemplo linfocitos B hasta que una célula Unica esta presente
en un volumen dado. Posteriormente la capacidad de unién de cada linfocito B (después de la expansion de células
Unicas a una poblacion) se ensaya para permitir la seleccion de anticuerpos que producen linfocitos B con una alta
afinidad por antigeno.

Un linfocito B capaz de producir anticuerpo se definid6 como un linfocito B cuyo linfocito B es capaz de producir y/o
secretar anticuerpo o una parte funcional del mismo, y/o cuya célula es capaz de desarrollarse en una célula que es
capaz de producir y/o secretar anticuerpo o una parte funcional del mismo.

Una parte funcional de un anticuerpo se define como una parte que tiene al menos una misma propiedad que dicho
anticuerpo en clase, no necesariamente en cantidad. Dicha parte funcional es preferiblemente capaz de unirse a un
mismo antigeno que dicho anticuerpo, aunque no necesariamente en la misma proporcion. Una parte funcional de un
anticuerpo preferiblemente comprende un anticuerpo de dominio Unico, un anticuerpo de cadena unica, un fragmento
FAB, un nanocuerpo, un unicuerpo, un fragmento variable de cadena unica (scFv), o un fragmento F(ab’)..

Ejemplos no limitantes de un linfocito B utilizado o seleccionado en un método de acuerdo con la invencion incluye los
linfocitos B derivados de un individuo humano, roedor, conejo, llama, cerdo, vaca, cabra, caballo, simio, chimpancé,
macaco y gorila. Preferiblemente, dicho linfocito B es una célula humana, una célula de murino, una célula de conejo,
una célula de simio, una célula de chimpancé, una célula de macaco y/o una célula de llama. Mas preferiblemente,
dicho linfocito B es un linfocito B humano.

En una realizacion preferida, un linfocito B de memoria se selecciona en la etapa a) del método como se describié aqui,
por ejemplo un linfocito B de memoria humano. En una realizacion particularmente preferida, dicho linfocito B de
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memoria es un linfocito B de memoria de sangre periférica. Los linfocitos B de memoria de sangre periférica son
facilmente obtenidos, sin mucha incomodidad para el individuo del que ellos son derivados y parecen ser muy
adecuados para uso en un método de acuerdo con la presente invencion.

Una célula B o una poblacion de células B, preferiblemente una linea de linfocito B monoclonal, obtenida con un método
de acuerdo con la invencién es preferiblemente estable durante al menos cuatro semanas, mas preferiblemente al
menos seis semanas, mas preferiblemente al menos nueve semanas, mas preferiblemente durante al menos tres
meses, mas preferiblemente durante al menos seis meses, significando que tales linfocitos B son capaces tanto de
replicarse como de producir anticuerpo, o capaces de replicarse y desarrollarse en una célula que produce anticuerpo,
durante dichos periodos de tiempo. Los linfocitos B obtenidos por un método de acuerdo con la invencién
preferiblemente comprenden células que producen IgM o células que producen otros isotipos de inmunoglobulina como
IgG, o IgA, o IgE, preferiblemente IgG. Un linfocito B obtenido por un método de acuerdo con la invencion es
particularmente adecuado para uso en producir una linea celular que produce anticuerpos. Los linfocitos B de alta
afinidad o una poblacién o una linea de linfocito B monoclonal de linfocitos B de alta afinidad obtenida por un método de
acuerdo con la invencion son preferiblemente cultivados ex vivo y el anticuerpo es preferiblemente reconectado para
uso adicional. Los anticuerpos o las partes funcionales del mismo producidos con un método de acuerdo con la
invencion son utiles para una amplia variedad de aplicaciones, tales como partes del mismo producidas con un método
de acuerdo con la invencién son utiles para una amplia variedad de aplicaciones tal como por ejemplo aplicaciones
terapéuticas, profilacticas y de diagnodstico, asi como también propdsitos de investigacion y experimentos ex vivo. Por
ejemplo, se efectia un ensayo de seleccion en donde los anticuerpos o las partes funcionales obtenidas por un método
de acuerdo con la invencién se incuban con una muestra con el fin de determinar si el antigeno de interés esta presente.

En una realizacioén, un linfocito B de alta afinidad o una poblacién o linea de linfocito B monoclonal de linfocitos B de alta
afinidad obtenidos por un método de acuerdo con la invencién comprenden un linfocito B humano, capaz de producir
anticuerpo humano, porque los anticuerpos humanos son particularmente adecuados para aplicaciones terapéuticas y/o
profilacticas en individuos humanos.

La expresion del BCL6 en un linfocito B es inducida, mejorada y/o mantenida de una variedad de maneras. En un
método de acuerdo con la invencién un linfocito B esta provisto con un acido nucleico que codifica BCL6.

En un método de acuerdo con la invencién dichos linfocitos B son al menos en alguna etapa incubados con IL 21 y
CD40L. Un linfocito B tal como un linfocito B similar a plasmablasto que produce anticuerpo, es preferiblemente
cultivado en la presencia de CD40L ya que la replicacion de la mayoria de los linfocitos B esta favorecida por el CD40L.
Se prefiere adicionalmente que el STAT 3 se active en dicho linfocito B. Mas preferiblemente el IL 21 se utiliza para
regular hacia arriba el STAT 3, ya que el IL 21 es particularmente adecuado por influenciar la estabilidad de un linfocito
B de acuerdo con la invencion. Ademas de la regulacion hacia arriba del STAT3, el IL 21 es capaz de regular hacia
arriba la expresion de Blimp1 aun cuando la expresion de Blimp 1 es contrarrestada por el BCL6.

En otra realizacion la cantidad del producto de expresion de Blimp-1 en dicho linfocito B seleccionado en la etapa a) de
un método de acuerdo con la invencion es directa o indirectamente controlado. La cantidad de producto de expresion
del Blimp-1 se puede controlar de varias maneras por ejemplo al regular STAT3 o una parte funcional, derivado o
analogo del mismo. El STAT3 es activado de una variedad de maneras. Preferiblemente, el STAT3 es activado al
suministrar un linfocito B de acuerdo con la invencién con una citosina. Las citosinas, que estan naturalmente
involucradas en la diferenciacion del linfocito B, son muy efectivas para regular las proteinas STAT. Los activadores muy
efectivos del STAT3 son IL-21 e IL-6, pero también IL-2, IL-7, IL-10, IL-15 e IL-27 son conocidos por activar el STAT3.
Mas aun, los receptores tipo Toll (TLR) que estan involucrados en inmunidad innata son también capaces de activar el
STAT3. Mas preferiblemente se utiliza el IL-21. El IL-21 es capaz de regular hacia arriba la expresion del Blimp-1 aun
cuando la expresién del Blimp-1 es contrarrestada por el BCL6.

Por una parte funcional del STAT3 se significa una molécula proteinasea que tiene la misma capacidad — en clase, no
necesariamente en cantidad, de influenciar la estabilidad de una célula que produce anticuerpo comparada con el
STAT3. Una parte funcional de una proteina esta desprovista por ejemplo de aminoacidos que no estan, o estan muy
poco, involucrados en dicha capacidad. Un derivado de STAT3 se define como una proteina que ha sido alterada de tal
manera que la capacidad de dicha proteina de influenciar la estabilidad de una célula que produce anticuerpo es
esencialmente la misma en clase, no necesariamente en cantidad. Un derivado se suministra de muchas maneras, por
ejemplo a través de una sustitucion conservadora de aminoacido en donde un aminoacido se sustituye por otro
aminoacido con generalmente propiedades similares (tamafo, hidrofobicidad, etc.), de tal manera que es probable que
el funcionamiento total no se afecte seriamente. Un derivado por ejemplo comprende una proteina de fusién cuya
actividad depende de la presencia de 4 hidroxi- tamoxifen (4HT). Un analogo de STAT3 se define como una molécula
que tiene la misma capacidad de influenciar la estabilidad de una célula que produce anticuerpo en clase, no
necesariamente en cantidad. Dicho analogo es no necesariamente derivado de dicha proteina STAT3.

Un método de acuerdo con la invencioén es preferiblemente utilizado para generar una linea celular de linfocitos B de alta
afinidad que es estable durante al menos una semana, preferiblemente al menos un mes, mas preferiblemente al menos
tres meses, mas preferiblemente al menos seis meses de tal manera que la producciéon comercial de anticuerpo de alta
afinidad se ha vuelto posible. Preferiblemente, se produce una linea celular estable capaz de producir anticuerpos
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monoclonales de alta afinidad. Esto se efectia preferiblemente al utilizar linfocitos B de memoria que han sido por
ejemplo aislados de una muestra mediante la seleccion para CD19 (marcador de linfocito B y una superficie celular IgG
y/o CD27 para marcar las células de memoria). Adicionalmente, un linfocito B de memoria capaz de unirse
especificamente a un antigeno de interés es por ejemplo seleccionado en un ensayo de unién que utiliza dicho antigeno
de interés. Posteriormente, el BCL6 y el Bcl -XL son coexpresados en dicho linfocito B, dando como resultado una
poblacion de células especificas para dicho antigeno de interés. Preferiblemente, solamente una célula de memoria se
selecciona en la etapa a) de un método como se describié aqui, de tal manera que se obtiene una poblacién de linfocito
B de acuerdo con la invencién que produce anticuerpos monoclonales (una linea de linfocito B monoclonal).

En una realizacion, un linfocito B, preferiblemente pero no necesariamente un linfocito B de memoria, que se origina de
un individuo que ha sido previamente expuesto a un antigeno de interés, se utiliza en un método de acuerdo con la
invencion. Sin embargo, no es necesario. También es posible utilizar un linfocito B de un individuo que no ha sido
expuesto a dicho antigeno de interés. Por ejemplo, un linfocito B se utiliza que sea especifico para otro antigeno pero
muestre reactividad cruzada con el antigeno de interés. Como otro ejemplo, se utiliza un linfocito B que se selecciona de
una poblaciéon de linfocito B primitivo de un individuo. La poblacion de linfocito B primitivo de un individuo puede
contener linfocitos B que muestran reactividad con un antigeno de interés aun a través del individuo que no se ha
expuesto a dicho antigeno de interés. Tal linfocito B de una poblacién de linfocito B primitivo es por ejemplo
seleccionado utilizando antigeno marcado de interés.

La invenciéon adicionalmente describe linfocitos B aislados o recombinantes y poblaciones de linfocitos B,
preferiblemente lineas de linfocito B monoclonal, obtenidas mediante un método de acuerdo con la invencién. Tales
linfocitos B de alta afinidad son preferiblemente estables durante al menos una semana, preferiblemente durante al
menos un mes, mas preferiblemente durante al menos tres meses, mas preferiblemente durante al menos seis meses,
significando que el linfocito B es capaz tanto de replicarse como producir anticuerpo, o capaz de replicarse y
desarrollarse en una célula que produce anticuerpo, durante dichos periodos de tiempo. Los linfocitos B obtenidos
mediante un método de acuerdo con la invencion comprenden preferiblemente células que producen IgM o células que
producen otros isotipos de inmunoglobulina como IgG, o Ig A, o IgE, preferiblemente IgG. Un linfocito B obtenido
mediante un método de acuerdo con la invencién es particularmente adecuado para uso en producir una linea celular
que produce anticuerpo. Los linfocitos B de alta afinidad obtenidos por un método de acuerdo con la invencién son
preferiblemente cultivados ex vivo y el anticuerpo es preferiblemente recolectado para uso adicional. Los anticuerpos
obtenidos de un linfocito B o de una poblaciéon de linfocitos B o una linea celular monoclonal obtenida por un método de
acuerdo con la invencion también se describen. Los anticuerpos de alta afinidad o las partes funcionales del mismo
producidas con un método de acuerdo con la invencion son Utiles para una amplia variedad de aplicaciones, tal como
por ejemplo aplicaciones terapéuticas, profilacticas, y de diagndstico, asi como también propdsitos de investigacion y
experimentos ex vivo. Por ejemplo, se efectia un ensayo de seleccién en donde los anticuerpos de las partes
funcionales obtenidas por un método de acuerdo con la invenciéon estan incubados con una muestra con el fin de
determinar si el antigeno de interés esta presente.

Los linfocitos B generados con un método de acuerdo con la invencion son particularmente adecuados para producir
anticuerpos de alta afinidad contra un antigeno de interés. En una realizacién preferida, sin embargo, los genes que
codifican las cadenas pesada y ligera de Ig se aislan de dicha célula y se expresan en una segunda célula, tal como por
ejemplo células de una linea celular de ovario de hamster Chino (CHO). Dicha segunda célula, también denominada
aqui una célula productora, es preferiblemente adaptada a produccion de anticuerpo comercial. La proliferaciéon de dicha
célula productora da como resultado una linea celular productora capaz de producir anticuerpo. Preferiblemente, dicha
linea celular productora es adecuada para producir compuestos para uso en humanos. De esta manera, dicha linea
celular productora esta preferiblemente libre de agentes patégenos tales como microorganismos patégenos.

La invencion se explica adicionalmente mediante los siguientes ejemplos no limitantes.
Leyendas de las figuras

Figure 1. (A) Unidn de una proteina HA H3 marcada al BCR de las células especificas H3 dentro de una poblacion de
linfocito B policlonal. Los linfocitos B que se unen a la proteina H3 con alta afinidad fueron clonados mediante seleccién
de célula unica. Después de 2-3 semanas de cultivo el sobrenadante del cultivo fue tamizado para anticuerpos
especificos H3. (B) Ejemplo de seleccion efectuada para seleccionar clones especificos. (Panel izquierdo) Seleccionado
mediante ELISA. La proteina H3 recombinante fue recubierta sobre una placa seguida por incubacién con sobrenadante
de cultivo. La unién de anticuerpo se detectd utilizando IgG-HRP antihumano. (Panel derecho) la selecciéon sobre
superficie celular expres6 HA. Las células infectadas con H3N2 fueron incubadas con sobrenadante de cultivo de
linfocito B. La unién de antigeno se detectd con un F(ab') 2 antihumano de cabra marcado con PE.

Figura 2. (Izquierda) los niveles de mMRNA de AICDA en linfocitos B GC CD19+CD38+CD20+IgD- tonsilar y los linfocitos
B de memoria sanguinea periférica CD19+IgG +CD27 se compararon con 23 lineas celulares monoclonales
transducidas BCL6- y Bcl-xL. (Derecha) Seleccion de subclones de alta o baja unién dentro de un clon especifico H3.
Las poblaciones en el cuadro fueron seleccionadas mediante seleccion de célula y expandidas adicionalmente.
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Figura 3. A) El analisis FACS para la union de HA H3 marcado para células seleccionadas 13 dias después de su
seleccion para unién de H3 BCR superior o inferior de una célula clonal. La unién H3 incrementada o disminuida es
mantenida y es estable después de subclonacion. B) El tefiido del FACS para el BCR de las diferentes subpoblaciénes
seleccionadas. Los niveles crecientes o disminuidos de unién H3 para seleccionar poblaciénes que se correlacionan con
la expresion del BCR sobre la superficie celular de estas poblaciones. Linea gris clara: linfocitos B seleccionados para
union H3 alta; grafica rellena: linfocitos B no seleccionados (células parentales); linea gris oscura: Linfocitos B
seleccionados para union H3 baja.

Figura 4. El ELISA H3 del cultivo de sobrenadante de las diferentes (sub) poblaciénes. El IgG secretado de las células
que fueron seleccionadas para unién superior a proteina H3-APC muestran unién incrementada en el H3 ELISA
comparado con el IgG de la linea parental no seleccionada. Linea superior: Los linfocitos B seleccionados para uniéon H3
alta; linea media: linfocitos B no seleccionados (células parentales); linea inferior: linfocitos B seleccionados para unién
H3 baja.

Figure 5. Seleccion para subclones de alta o baja afinidad dentro de un clon especifico H3 (AT10_004). Las células
fueron tefiidas con antigeno HA H3 marcado con Alexa-647 junto con anticuerpo IgG-PE. Las poblaciénes circuladas
fueron seleccionadas mediante seleccion de célula y expandidas adicionalmente.

Figura 6. El Analisis FACS para la union de HA H3 marcado con un tefiido BCR (para la cadena pesada, IgG-PE, o para
la cadena ligera, Kappa-PE) para células seleccionadas 2 semanas después de su tercera ronda de seleccién para
union H3 BCR mayor o inferior y AT10_004 parental.

Figura 7. La revisidon de los cambios del aminoacido que fueron encontrados en las subpoblaciones seleccionadas con
afinidad incrementada o disminuida. Las mutaciones en la secuencia del AT10_004 que estuvieron asociadas con unién
de antigeno H3 incrementado se incorporaron en la secuencia de AT10_004 estos anticuerpos fueron producidos
recombinantes en células 239T y purificados para andlisis adicional (mutante B AT10_004 y mutante C AT10_004).

Figura 8. El analisis SPR de la union de los anticuerpos AT10_004 a HA H3. Curvas de asociacion de los anticuerpos
AT10_004, AT10_004 mutante A, AT10_004 mutante B y AT10_004 mutante C.

Figure 9. Intensidad de fluorescencia media (MFI) de las variantes de anticuerpo AT10_004 que se unen a células
infectadas con H3N2 en ensayos FACS. Diferentes concentraciones de AT10_004, AT10_004 mutante B, AT10_004
mutante C y Rituximab (control negativo) recombinantes fueron incubadas con células infectadas con H3N2. La unién
anticuerpo fue detectada con F(ab') 2 antihumano de cabra marcado con PE. La grafica es la media y el SEM del MFI
de la sefial PE resultante.

Ejemplos
Ejemplo 1
Generacion de anticuerpo humano monoclonal especifico (HA) H3 de hemaglutinina anti influenza

Las células B de memorias humana fueron inmortalizadas utilizando la tecnologia BCL6 / Bcl-xL descrita por
Kwakkenbos et al. (Generation of stable monoclonal antibody-producing B cell receptor- positive human memory B cells
by genetic programming. Nature Medicine (2010) vol. 16 (1) pp. 123-8 y la solicitud de patente MEANS AND METHODS
FOR INFLUENCING THE STABILITY OF ANTIBODY PRODUCING CELLS [WO 2007/067046]). En resumen, las
células transducidas BCL6 y Bcl-xL (GFP positiva) fueron cultivadas con células L que expresan CD40 Ligando e
interleucina (IL)-21 antes de que las células de unién HA H3 fueran seleccionadas utilizando seleccionador de célula
activado por Fluorescencia (FACS) (Figure 1A). La proteina HA de influenza (Protein Csience) fue marcada con Fluor
Alexa 647 (Sondas Moleculares) y encubada con linfocitos B cultivados policlonales. Las células positivas HA fueron
células uUnicas seleccionados por pozo y mantenidas en cultivo durante 2 a 3 semanas antes de que los clones fueran
seleccionados por unién HA mediante 1) ELISA o 2) unién a células infectadas H3 (Figura 1B).

Ejemplo 2
Seleccion de un clon de linfocito B de afinidad mayor o inferior

Ya que los linfocitos B transducidos BCL6 Bcl-xL expresan la Desaminasa Inducida por Activacion de Enzima (AID,
nomenclatura de genes AICDA) como se describié por Kwakkenbos et al. (Figura 2 panel izquierdo y 'Generation of
stable monoclonal antibody-producing B cell receptor-positive human memory B cells by genetic programming' Nature
Medicine (2010) vol. 16 (1) pp. 123-8) un linfocito B individual puede hacer cambios de nucleétido en la cadena pesada
y ligera de inmunoglobulina. Estos cambios pueden influenciar la afinidad de unién de los clones a su antigeno. Para
determinar si los subclones del clon de union HA H3 efectivamente pueden tener un perfil de union diferente, el guion
especifico H3 fue de nuevo incubado con antigeno HA H3 marcado. Utilizando el FACS, una poblacion de células de
union HA H3 bajas fueron seleccionadas (Figura 2, panel derecho) y mantenidas en cultivo durante al menos 13 dias
antes de que el sobrenadante de linfocito B fuera cosechado y ensayado.
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Ejemplo 3

Las células B seleccionadas de alta y baja afinidad HA H3 expresan un nivel estable pero variable de inmunoglobulina
superficial.

Primero caracterizamos la estabilidad de las células seleccionadas al analizar la capacidad de unién de receptor de
linfocito B (BCR) a HA H3 marcado mediante FACS (Figura 3A). Ya que los linfocitos seleccionados altos HA H3 aun
mostraron capacidades de uniéon mayores determinamos luego el nivel de expresion de inmunoglobulina superficial
mediante FACS (Figura 3B). Se observé que las células seleccionadas por una capacidad de union relativamente baja a
HA H3 expres6 menos proteina de inmunoglobulina sobre la superficie comparada con las células seleccionadas para
union HA alta. Esta expresion BCR superior o inferior y la union BCR a proteina HA H3 se mantuvo durante el tiempo y
llegd a ser mas pronunciada después de la segunda ronda de seleccién (datos no mostrados)

Ejemplo 4
Afinidad por HA H3 de los anticuerpos derivados de las células de union HA H3 originales y de alta y baja afinidad

Para determinar la afinidad de unién de los anticuerpos producidos por diferentes linfocitos B que reconocen HA H3 el
sobrenadante de los cultivos del dia 13 de las células de union HA H3 originales y las células de unién HA H3 de alta y
baja afinidad se analizaron mediante ELISA. EI HA H3 (1ug/ml, Protein Science) se recubri6 directamente sobre la placa
antes de que los pozos fueran incubados con los sobrenadantes de linfocito B diferentes. La uniéon a los IgG humanos y
a la proteina HA H3 se efectu6é con un anticuerpo de cabra policlonal antihumano que fue marcado con HRP. El IgG
secretado de las células que fueron seleccionadas por mayor unién a la proteina H3- APCV mostré union incrementada
en el H3 ELISA comparado con el IgG de la linea parental no seleccionada. (Figura 4)

Ejemplo 5
BCR combinado — tefiido de antigeno para seleccion de clones de alta y baja afinidad.

En el Ejemplo 2 y 3 se muestra que la seleccion de linfocitos B dentro de la subpoblacion heterogénea de un clon de
linfocito B monoclonal, con el nivel mas alto de unién H3 se puede seleccionar para células que tienen niveles elevados
de expresion BCR. Asi cuando se hace la seleccion solamente con base en el nivel de unién H3, las células que tienen
una afinidad de antigeno incrementada pero bajos niveles de expresion BCR se podrian excluir. Para excluir la
influencia del nivel de expresion de inmunoglobulina sobre la seleccién de los genes de alta afinidad, un nuevo conjunto
de rondas de seleccion se efectud utilizando una combinacion de tefido de antigeno (H3-Alexa- 647) y tefiido BCR
(Figura 5). El tefiido BCR se efectud con anticuerpos que se unen a la cadena pesada o ligera del BCR. El tefiido H3
alto y el tefiido BCR bajo indica alta afinidad de antigeno, mientras que el tefiido H3 bajo y el tefiido BCR alto indican
baja afinidad de antigeno.

Un clon de linfocito B especifico HA H3 (AT10_004) se cultivd durante 2-3 semanas para producir millones de células
antes de que se efectuara el tefiido del antigeno-BCR. Las células que mostraron desviar la afinidad de antigeno, tanto
positiva como negativa fueron seleccionadas y clasificadas en un clasificador de células. Después de 3 rondas de
seleccionar y crecer, se efectué un analisis FACS sobre estas células para determinar las diferencias en la unién de
antigeno. Las células que fueron seleccionadas tres veces por unién de antigeno creciente o decreciente mostraron un
claro cambio en la unién de antigeno comparado con las células no seleccionadas (Figura 6). La Figura 6 demuestra
que la union H3 incrementada o disminuida se mantiene y es estable después de la seleccion. .

Ejemplo 6
Secuenciacion del BCR de las células seleccionadas

Aislamos el ARN total con un mini kit RNeasy® (Qiagen) de cultivos de linfocito B mutante AT10_004 y AT10_004
seleccionados por alta o baja afinidad, cADN generado del ARN, el PCR efectud y analizo la secuencia de la cadena
pesada y la cadena ligera del BCR. Una mutacién conduce a un cambio de un aminoacido en la posicion 38 (CDR1) que
resulta en el intercambio de la Glicina a una Alanina en la cadena pesada se encontré para las células que fueron
seleccionadas por afinidad disminuida (posteriormente denominadas mutante A). Las mutaciones que condujeron a
cambios en los aminoacidos en la cadena ligera (comparados con la secuencia AT10_004 parental) se encontraron para
las células seleccionadas de afinidad incrementada. El analisis de secuencia mostré un cambio en el aminoacido 108
(CDR3) en la cadena ligera kappa de una Serina a una Tirosina (posteriormente denominada mutante B). Una mutacion
adicional en la posicion 38 que conduce al remplazo de Tirosina a una Fenilalanina se encontré en algunas secuencias
(en lo sucesivo denominadas mutante C) (Figura 7 y tabla 1). Para producir AT10_004 recombinantes y los mutantes B
y C de afinidad creciente y mAb, clonamos las regiones variables pesada y ligera en marco con IgG1 humano y regiones
constantes Kappa en un vector basado en pcDNA3.1 (Invitrogen) y células 293T transitoriamente transfectadas.
Purificamos el mAb recombinante del sobrenadante del cultivo con un AKTA (GE healthcare).
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Ejemplo 7
Andlisis de resonancia de plasmén de superficie (SPR)

El analisis SPR se efectud sobre un Sistema de imagen IBIS MX96 SPR (IBIS Technologies BV., Enschede, The
Netherlands) como se describid (Lokate et al., 2007, J. Am. Chem. Soc. 129: 14013-140318). En resumen, un ciclo de
analisis SPR consiste de una o mas etapas de incubacién, en la cual los analitos se hicieron fluir sobre un sensor
recubierto seguido por una etapa de regeneracion, en la cual se retira el analito unido del sensor. Se efectuaron
multiples ciclos en un experimento. Series de diluciones (concentracion que varia de 0.30 a 10 pg/ml) de AT10_004 y de
anticuerpo mutante AT10_004 en un regulador de acoplamiento (PBS + 0.03 % Tween 20 + 0.01 mg/ml BSA) se
inmovilizaron durante 99 minutos en un chip SPR tipo gel con pelicula de oro con IgG- especifico de humano (Ssens,
Enschede, The Netherlands) utilizando un dispositivo micromanchador de flujo continuo (Wasatch Microfluidics, Salt
Lake City, UT, USA). Después del manchado, el sensor fue juagado 3 veces con PBS + 0.03 % de Tween 20 (PBST).

Para bloquear cualquiera de los sitios no ocupados en el chip SPR recubierto con anti-IgG, el chip fue primero inyectado
con un IgG humano no especifico (rituximab, 10 yg/ml en PBST) e incubado durante 45 minutos, seguido por 100
minutos de incubacion con PBST. Después de esta etapa de bloqueo, se hicieron dos ciclos de inyecciones de blanco,
que consiste cada una de 45 minutos de inyeccion con un regulador de ensayo vacio, (1x PBST + 0.01 % BSA) seguido
por 100 minutos de incubacion con PBST. Luego, el sensor se inyectd con 1 uyg/ml de proteina HA3 de influenza
recombinante (de H3N2, Wyoming, 03/2003, Sino Biological inc., Beijing, P.R. China) en regulador de ensayo incubado
durante 45 minutos. Posteriormente, el sensor se lavd con PBST y se incubd durante 100 minutos (para medir la
disociacion de complejo). Los datos obtenidos se analizaron utilizando un software Sprint (version 1.6.8.0, IBIS
Technologies BV., Enschede, The Netherlands). Las constantes de unién fueron ajustadas utilizando un software
Scrubber2 (Biologic Software, Campbell, Australia). La Figura 8 muestra que el HA3 recombinante no se asocia con el
mutante AT10_004. Una proporcion de asociacion creciente de HA3 para el mutante B y C de AT10_004 se ve
comparada con el AT10_004 no mutado. Las constantes de unién obtenidas para AT10_004 y cada mutante se
muestran en la Tabla 2.

Ejemplo 8
Unién de anticuerpo a células infectadas con virus

Para ensayar la capacidad de unién del AT10_004 y los mutantes AT10_004 a células infectadas con virus, efectuamos

analisis FACS sobre células infectadas con H3N2 de influenza (A/Netherlands/177/2008). Las células MDCK-SIAT
crecieron en un matraz de cultivo T175 a 80-100% de confluencia en el DMEM/FCS/PS/G418. La capa de células se
lavé 2x con 10 ml de PBS después de lo cual se agregaron 15 ml de Optimem/PS/G418/Tripsina. Posteriormente, 0.5 ml
de 100.000 virus de influenza TCID50 se agregaron al matraz y las células fueron cultivadas a 37°C. Después de 24- 48
hr las células fueron lavadas 2x con 10 ml de PBS y separadas del plastico utilizando Tripsina-EDTA. Las células fueron
contadas y congeladas a -150°C hasta uso. Las células infectadas fueron descongeladas e incubadas con anticuerpos
AT10_004 (mutantes) o Rituximab (como control negativo) en varias concentraciones durante 30 minutos a 4°C y luego
lavadas 2x con 150 pl de PBS/2%FCS. La union de anticuerpo fue detectada con IgG-PE antihumano (Southern
Biotech) y analizadas sobre un Guava easyCyte 8HT, Millipore). Los mutantes B y C de AT10_004 incrementaron
ambos la intensidad de tefiido sobre las células infectadas H3N2 comparadas con el anticuerpo AT10_004 parental
(Figura 9).

Tabla 1. Secuencias de aminoacidos y nucledétidos de los anticuerpos AT10-004 y AT10-004 mutantes A, By C. En las
secuencias mutantes, las mutaciones en comparacion con el anticuerpo AT10-004 se indican en negrita y subrayadas

SEQ
ID Anticuerpo | Identidad | Secuencia
NO
1 AT10_004 | CDR1de | RHGIS
cadena
pesada
2 AT10_004 | CDR2de | WISAYTGDTDYAQKFQG
cadena
pesada
3 AT10_004 | CDR3de | LRLQGEVVVPPSQSNWFDP
cadena
pesada
4 AT10_004 | CDR1de | RASQSVSRYLA
cadena
ligera
5 AT10 004 | CDR2de | DASNRAT
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cadena
ligera
6 AT10_004 | CDR3de | QQRSNWLK
cadena
ligera
7 AT10_004 | Cadena QVOLVOECAEVRK PO ASVEVECKASGY TFTRHOISWVRQAPCOQGLEWMG WISAYTC DTDY
pesada AQKFOQGRVTM IO TS TH TAYMELRSLRADDAAVY VOARLRLOG EVVVIPSQANWEFD WG 0
GTLYIVSS
8 AT10_004 | Cadena EIVLTOSPATLALY PO ERATLSC RASGSVSRYLAWYGOEPGQAPRLLIVDASNRATGIPARFS
ligera GEGCTDTTLTISSLEPEDFAVY YOQORSNWLEITFCOG TRLEIRG TV
9 AT10_004 | CDR1de | agg cat ggt atc agc
cadena
pesada
10 AT10_004 | CDR2de | tgg atc agc gct tac act ggt gac aca gac tat gca cag aaa ttc cag ggg
cadena
pesada
11 AT10_004 | CDR3de | ctt cgtttg cag ggt gaa gtg gtg gtc cct cct agt caa tcc aat tgg ttc gac ccc
cadena
pesada
12 AT10_004 | CDR1de | agg gcc agt cag agt gtt agc agg tac tta gcc
cadena
ligera
13 AT10_004 | CDR2de | gatgca tcc aac agg gcc act
cadena
ligera
gEID Anticuerp Iddentida Secuencia
Nno |°
14 AT10_004 | CDR3 cag cag cgt gac aac tgg ctt aag
de
cadena
ligera
15 AT10_004 | Cadena cag gtt cag oig gt cag tot gEa get gag gt age aag eot ggg gee toa gt ang gte tec tge aag gt we
pesada et tac acg ttt ace age cat get ate age tEg giE coa cag goc oot gEa cas geg ottt gag tpe atg goa tge
ate e ot tac act gt Fac aca gac tat gea cag ana the cag gep ofa gic ace atg ace aca gat aca tec
acir aac ach gor tae atg raa ot agg apge ot afra et gac gac QofF foc gta tat tac tet gor aga ottt ogt
ftg cag got gaa gtg ofe gte oot oot gt caa too aat tog e gac oo tEE SEC ¢ag OEa ace oig gic ace gio
tor tea
16 AT10 004 Cadena Bl abl et L nea cop Lol oo o aoe el el THg tal con g pan apn gec aec cie Wb LEe age gec
- |igera agt cap apt et see age tac ten e (e bae onn cag ann cet gre cag et coe agie cbe o ate tat gat
gea toe aac ape #oc act gee ate oca goc age e apl gec agl gop Lol geg aca gac Lie ace cle ace atc
agc age cia gag cob gaa gat ttt goa gL tat tac TR cag cof cff gac aac TEE otf aag ate ace tic gRC
Can PEE ach cEn et Ean att ana pea act grg
Cadena
7 AT10_004 pesada RHAIS
mutante A | CDR1
18 | AT10_004 | C@9€Na | \\isAVTGDTDYAQKFQG
pesada
mutante A | CDR2
19 | AT10 004 | C9€na || p| QGEVVVPPSQSNWFDP
pesada
mutante A | CDR3
20 | AT10_004 ﬁ;aedrzna RASQSVSRYLA
mutante A | CDR1
21 | AT10 004 | £398N@ | pASNRAT
ligera
mutante A | CDR2
22 | AT10_004 | 239" | QQRSNWLK
igera
mutante A | CDR3
Cadena OVOLVORCAEVREPCASVEVACEARCYTTIRHAISWVEQAPCOOLEWMCWISAY TG DY
23 AT10_004 pesada AQKFQGRVIMTTD TS TR TAYMELRSLESDDAAVYYCARLRLOQG EVV VI PEQENWFDIWG Q)

CTLVIVSS
12
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mutante A
24 AT10_004 | Cadena EIVLTQSPATLSLY PCERATLSCRASQSVSRYLAWYQORKMCOQAPRLLIVDASNRATGIPARFS
mutante A | ligera GRGRGTDETLTISSLEFEDFAVYYCOORENWLEITPGOG TRLEIRGTY
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SE . .
QD ﬁ‘ntlcuerp Iddentlda Secuencia
NO
Cadena
25 AT10_004 pesada agg cat gct atc agc
mutante A | CDR1
Cadena
26 AT10_004 pesada tgg atc agc gct tac act ggt gac aca gac tat gca cag aaa ttc cag ggg
mutante A | CDR2
Cadena
27 AT10_004 pesada ctt cgt ttg cag ggt gaa gtg gtg gtc cct cct agt caa tcc aat tgg ttc gac ccc
mutante A | CDR3
28 AT10_004 %a:rzna agg gcc agt cag agt gtt age agg tac tta gcc
mutante A | CDR1
29 AT10_004 %a:rzna gat gca tcc aac agg gcc act
mutante A | CDR2
30 AT10_004 %a:rzna cag cag cgt agc aac tgg ctt aag
mutante A | CDR3
Cadena cog ELL cag cLE gLE caE tol gEa gol gag gIE AgE A0E cob gEEE Sec Lo gELE AR #ie Lo 180 Ang 2ot 1oc
31 AT1 0_004 pesada BEt tac acg ttt ace agE cat got e ago (EF gt cpa cag geo oot pEa con gEE ottt pag tep ate gea tpe
mbe mpo Eot tad et et poc nen Eoc tnl Eca cng o b Ong mee cEn Ete neo ntE e acn Eat oo tod
mUtante A ACEE nas Ao e tac :'Ir}’ Ban l.'||r OEE ap (R apn [ A EA T EOC JUE foc pho tat toe tet LR DEE 44 |'|I|
tbE cag gEt gaa gbE gty goe cot cot agt ean toe ant e the goe coc tEE @pe cag @Ea aee ety gie ace goe
lee ton
Cadena gan arl gig g aca cog ol cea @oc ace ol Tof 118 1al ool gEE gan agn goc ace cie L TEe agE goc
32 AT10_004 ligera agt cag agt gtt age age tac to goC tEE toc caa cag aaa oot gEc cag gt cot age ote cfc atc tat gat
t t A Foa tol aac AgE ol act gEe ate ota for age tic apt girc agt geg tet geg aca gac ttc acoe cbe aoc ate
mutante age age cta gag oot gaa gat ttt gea gt tat tac tgt cag cag cgt age aac (g ott aag ate ace e gEo
Can e aca cga ctE an att ana pEa act geg
33 | AT10 004 | C29€Na | puigis
pesada
mutante B | CDR1
34 | AT10_004 g:;’;c;‘: WISAYTGDTDYAQKFQG
mutante B | CDR2
35 | AT10 004 ,?:ffd”f LRLQGEVVVPPSQSNWFDP
mutante B | CDR3
36 | AT10_004 ﬁ;""edrzna RASQSVSRYLA
mutante B | CDR1
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SE . .
QD ,c’-)\ntlcuerp Iddentlda Secuencia
NO
37 | AT10 004 Fade”a DASNRAT
igera
mutante B | CDR2
38 CDR3 QQRYNWLK
AT10_004 | de
mutante B | cadena
ligera
39 AT10 004 Cadena OVOLVQSCAEVREPCASVEVSCEKASCY TFTRHGISWVREQAPGQO LEWMOWISAYTGDTDY
- pesada AQEFPQERVIMTTD TS TR TAYMELRSLESDDAAVY YCARLRLQOC EVVVIPEQENWEFDPWGQ
mutante B GTLVIVES
40 AT10 004 Cadena EIVLTOSPATLELY POERATLECRASQEVSRYLAWYQOQEPCOQAPRLLIYDASNEATGIPARFS
— ligera GECEGTDFTLTISSLEPEDFAVY YOQQRYNWLKITFGOG TRLEIKGTV
mutante B
Cadena
41 AT10_004 pesada agg cat ggt atc agc
mutante B | CDR1
Cadena
42 AT10_004 pesada tgg atc agc gct tac act ggt gac aca gac tat gca cag aaa ttc cag ggg
mutante B | CDR2
Cadena
43 AT10_004 pesada ctt cgt ttg cag ggt gaa gtg gtg gtc cct cct agt caa tcc aat tgg ttc gac ccc
mutante B | CDR3
44 AT10_004 ﬁ)ga:rzna agg gcc agt cag agt gtt agc agg tac tta gcc
mutante B | CDR1
45 AT10_004 ﬁ)ga:rzna gat gca tcc aac agg gcc act
mutante B | CDR2
46 | AT10 004 | Cadena
ligera cag cag cgt tac aac tgg ctt aag
mutante B | CDR3
Cadena cog gt cog ot gt cag tet gEa get gag @i age oo cot @ goc tea gL aog gtc too 1o ang get toe
47 AT10_004 pesada git tac acg ttt acce age cat ggt ate age tEE gt cga cag goo oot g caa g ctt gag (e atg gga 1ge
mutante B abe g et tac act gEt Eac aca @ac tat pea cap aaa the cag gee CEa pte ace ate act aca pat aca toe

ACE AAc Aca Poe tac ALE gan clg age age olg aga tet gac gae gog goc gla tat tac 1gt gog aga oit cgt
ttg cag got gaa gtg gty gie cof cof agt caa toc aat teg the gae coe tEE gfe cag gea ace ¢tg ghc ace ge
b ton
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SE . .
QD ﬁ‘ntlcuerp Iddentlda Secuencia
NO
Cadena oo att grg tE ach CaE et con e oos CUE tor T TAL ool PEE PO agn g2oc aee cbe el LEe AR pec
48 AT1O_OO4 Iigera aEt coE agt g1 aEc agE tac tin oo tEE toe cnn ChE ann ot gEC Cag e Cor g cte ¢l ate tat gat
mutante B Fon tol anc agE goe act e ate oba go agg tte ngl mite ot @ bet geg aca gae the ned cbe ace ate
age nge cta gag cck gaa gat bttt gea gbt tat toc bgk cag cog cet tac aac teg okt ang ate aoe the gge
Caa EEE ach ofa cig gaa att aaa gga act gig
49 | AT10 004 | €893 | priis
pesada
mutante C | CDR1
50 | AT10 004 | C39€Na | \\iSAYTGDTDYAQKFQG
pesada
mutante C | CDR2
51 | AT10 004 | S29€Ma || Bl QGEVVVPPSQSNWFDP
pesada
mutante C | CDR3
52 | AT10_004 ﬁ;""edrzna RASQSVSRFLA
mutante C | CDR1
53 | AT10_004 Fade”a DASNRAT
igera
mutante C | CDR2
54 CDR3 QQRYNWLK
AT10_004 | de
mutante C | cadena
ligera
Cadena OQVQLVOSCAEVREPCASVEVECEASCY TFIRHGIEWVRQAPGOGLEWMOWISAYTGDTDY
55 | AT10_004 | Jocada | AQKFQGRVIMTTDTSTNTAYMELRSLRSDDAAVYYCARLRLQGEVVVPPSQSNWFDPWGQ
mutante C GTLYVTVES
56 AT10 004 Cadena EIVLTGSPATLSLY PCERATLSCRASQSVERFLAWYQQEPCQAPRLLIYDASNRATGITARFS
- ligera GEGEG TR IL IS LEPED AT Y COQRY N WLEIT T GG TRLEIRGTY
mutante C
Cadena
57 AT10_004 pesada agg cat ggt atc agc
mutante C | CDR1
Cadena
58 AT10_004 pesada tgg atc agc gct tac act ggt gac aca gac tat gca cag aaa ttc cag ggg
mutante C | CDR2
Cadena
59 AT10_004 pesada ctt cgt ttg cag ggt gaa gtg gtg gtc cct cct agt caa tcc aat tgg ttc gac ccc
mutante C | CDR3
60 AT10_004 %a:rzna agg gcc agt cag agt gtt agc agg ttc tta gcc
mutante C | CDR1
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SE
Anticuer Identida .
Q P Secuencia
ID o] d
NO
61 AT10 00 [ Cadena
4 ligera gat gca tcc aac agg gcc act
mutante CDR2
C
62 AT10 00 [ Cadena
4 ligera cag cag cgt tac aac tgg ctt aa
mutante CDR3 gcageg 99 9
C
63 AT10_00 | Cadena | cag gllcag clg gle cag Lol gea gel gag gLg afg ang col ¢ 200 100 £IF AOE SL0 100 120 ang got e
4 pesada FEt tac acg tit acc agg cat gEt ate age tEE @iE CFa Cag gro o0t gEA Caa gEE Ctt gag tEE Aty gEa tEg
mutante ate apd gob tac act get sac aca gac tab gea cag aan b cog e cEn gt ace atg aoe acn gat aca o
C AcE anc ach . 1ac ateg gan ClE ofFe aEc ClE aEn 1ol gac goc gof goc gla tal tac LEL goE aga cit cgl
ttpr cag pet maa g gt gt cot oot agt caa toe ant tEE the gac coo tEE e e FEA acc ot gte ace g
boe ton
adena | Eas atl gig e aca cop tel eea gee ace clg tet 1ig 1al cen fog gaa aga gec oo oie ol Lge agg gee
X t ] t
64 4 ligera gt cag apt gtt age agg the tha goc tEE tac can cag ana cot gRC cag got oo agg ote oo ate tat gat
mutante goa toe aac agg ot act gge ate oea goc age toe agt gec agt gop tet gog aca gac toe ace cbe ace ate
C age ape cta pag cct paa gat bttt gea pbe tat tac tet cag cap et e asce tepr cbt ang ate ace the gpc
CON EEE ach CER CLE Fan alt ana gEa act grg
Tabla 2. Constantes de unién para AT10-004 y mutantes
Anticuerpo: Ka: Kq: Kbp:
AT10-004 1.4 (£0.1) 0.1 70 (£ 10)
AT10-004, mutante A 0 - -
AT10-004, mutante B 1.9(x0.1) 0.1 50 (x 10)
AT10-004, mutante C 1.7 (£ 0.1) 0.1 60 (£10)
ka en 10* seg"M", kg en 10 seg™, Kp en pM
Las constantes se ajustan en Scrubber2, utilizando un ajuste a un modelo de interaccion 1:1
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Reivindicaciones

1. Un método para producir anticuerpos de alta afinidad especificos para un antigeno de interés que comprende:

a) Seleccionar un linfocito B capaz de producir anticuerpo especifico para dicho antigeno de interés o seleccionar un
linfocito B capaz de diferenciar en un linfocito B que es capaz de producir anticuerpo especifico para dicho antigeno de
interés;

b) Suministrar dicho linfocito B con una molécula de acido nucleico que codifica BCL6;

c) Suministrar dicho linfocito B con una molécula de acido nucleico que codifica Bcl-xL;

d) Suministrar dicho linfocito B con IL21 y CD40L y permitir la expansion de dicho linfocito B en una poblaciéon de
dichos linfocitos B;

e) seleccionar al menos un linfocito B de dicha poblacién de linfocitos B que produce un receptor de linfocito B con una
afinidad de uniéon mayor que la afinidad de union promedio de dicha poblacién de linfocitos B para dicho antigeno de
interés;

f) permitir la expansion de dicho linfocito B en una poblacién de dichos linfocitos B;

g) seleccionar al menos un linfocito B de dicha poblacién de linfocitos B que produce anticuerpo con una afinidad de
unién superior que la afinidad de union promedio de los anticuerpos producidos por dicha poblacién de linfocitos B para
dicho antigeno de interés;

h) cultivar dicho al menos un linfocito B en una poblacién de linfocitos B; y

i) obtener anticuerpos producidos mediante el cultivo de linfocitos B.

2. Un método de acuerdo con la reivindicacion 1 en donde dicho al menos un linfocito B es cultivado durante al menos
cuatro semanas

3. Un método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde dicho linfocito B
seleccionado en la etapa a) es un linfocito B de memoria.

4. Un método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde dicho linfocito B
seleccionado en la etapa a) es un linfocito B de memoria humana.

5. Un método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que comprende ademas suministrar
dicho linfocito B con un factor de crecimiento.

6. Un método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde dicho linfocito B es
seleccionado en la etapa a) se origina de un individuo que ha sido previamente expuesto a dicho antigeno de interés.

7. Un método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que comprende ademas expresar el

gen derivado de dicho al menos un linfocito B que codifica la cadena pesada Ig y/o la cadena ligera Ig en una segunda
célula.
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Figura 1
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Figura 2
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Figura 3

B Linfocitos B seleccionados para unidn H32 alta
B Linfocitos B seleccionados para unidn H3 baja
B Linfocitos B no seleccionados (células parentales)

B Linfocitos B seleccionados para unidn H3 alta

B Linfocitos B seleccionados para unidn H3 baja
IgG-PE > B Linfocitos B no seleccionados (células parentales)
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Figura 4
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Figura 5
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Figura &
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Figura 9
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