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DESCRIPCION
Mutagénesis inducible de genes diana
CAMPO TECNICO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere en general a la mutagénesis de genes diana que aprovecha las capacidades
mutagénicas naturales de las células B y mejora dichas capacidades al poner bajo control el proceso de
diversificacion. La invencion proporciona un método para generar rapida e inductivamente mutaciones puntuales y
otros tipos de diversificacion en genes expresados, tales como genes de anticuerpos. Este método puede acoplarse
con una seleccion para identificar clones de células B que producen, por ejemplo, anticuerpos de alta afinidad o
especificidad. El proceso de diversificacion puede ser modulado, acelerado, detenido, conmutado entre métodos de
mutagénesis y similares. La modulacion de la diversificacion de acuerdo con la invencion es inducible y reversible.
La invencién proporciona un medio de desarrollo rapido y factible de un repertorio de variantes de inmunoglobulinas
y otros polipéptidos.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Los anticuerpos son moléculas que proporcionan una defensa clave contra la infeccidon en seres humanos. Se
utilizan como terapéutica en el tratamiento de una variedad de enfermedades, desde enfermedades infecciosas
hasta cancer. También se utilizan como reactivos de diagndstico en una gran variedad de pruebas realizadas
diariamente en laboratorios clinicos y de investigacion.

La especificidad y la afinidad de los anticuerpos se modifican in vivo por procesos de mutacion, dirigidos a regiones
especificas dentro de los genes que codifican anticuerpos. Los anticuerpos son codificados por dos genes,
denominados genes de cadena pesada y liviana de inmunoglobulina (Ig). Las cadenas pesadas y livianas de
polipéptidos codificados por los genes lg interactian para formar una molécula tetramérica que se expresa sobre la
superficie celular como un receptor. Las moléculas de anticuerpo son bifuncionales: un dominio reconoce el
antigeno, el otro promueve la eliminacion del antigeno del cuerpo. El dominio de reconocimiento, denominado region
variable (V), se crea tras la interaccion de los polipéptidos de cadena pesada y liviana en anticuerpos naturales. De
hecho, es variable en secuencia de un anticuerpo a otro. La variabilidad en la secuencia primaria de la region V (y
por lo tanto la estructura tridimensional y la especificidad del antigeno) es el resultado de procesos que alteran la
secuencia de la regidon V causando cambios genéticos irreversibles. Estos cambios se programan durante el
desarrollo de células B, y también pueden ser inducidos en el cuerpo en respuesta a las sefiales ambientales que
activan las células B. Varios mecanismos genéticos contribuyen a esta variabilidad. Dos subvias del mismo
mecanismo conducen a dos resultados mutagénicos diferentes, denominados hipermutacion somatica y conversion
génica (revisado (Maizels, 2005)). La hipermutacion somatica inserta mutaciones puntuales. La hipermutacion
somatica proporciona la ventaja de permitir que se produzca esencialmente cualquier mutacion, de modo que una
coleccion de regiones V mutadas ha muestreado esencialmente una gran variedad de posibles mutaciones. La
conversion de genes inserta mutaciones que son "moldeadas” por secuencias relacionadas pero no idénticas. La
conversion génica proporciona la ventaja de crear un repertorio basado en informacién ya almacenada en el
genoma, que puede optimizarse mediante la seleccion evolutiva.

El receptor de antigeno modificado es el objetivo para la seleccion. La Ig se expresa en la superficie celular, lo que
permite la seleccion clonal de células B con la especificidad o afinidad deseada en un contexto fisiolégico o dentro
de células cultivadas. La Ig de superficie celular se puede detectar facilmente mediante citometria de flujo de células
tefiidas con anti-lg. La unién de moléculas de Ig a compuestos especificos puede detectarse como interaccion con
derivados fluorescentes de dichos compuestos, analizados por citometria de flujo; y las células B que se unen a
compuestos especificos también se pueden recuperar tras la clasificacion por citometria de flujo. También se
pueden seleccionar células B que se unen a compuestos especificos en soportes soélidos que llevan dichos
compuestos. Por el contrario, la unién a soporte sélido también permite la eliminacion de células B con
especificidades de unién no deseadas. Los ciclos repetitivos de unién y liberacion permiten el enriquecimiento para
una union de alta afinidad.

La mutacion y la orientacion génica se producen en la linea de células DT40 B. DT40 es una linea de células B de
pollo que prolifera faciimente en cultivo. La DT40 se ha documentado ampliamente por llevar a cabo la mutagénesis
constitutiva de sus genes de inmunoglobulina de cadena pesada y liviana (Reynaud et al., 1987, Thompson and
Neiman, 1987, Reynaud et al., 1989). La mutagénesis se dirige a las regiones V. Las mutaciones se modelan
normalmente copiando segmentos de genes V no funcionales relacionados, denominados genes "pseudo-V", que
estan presentes en una disposicion lineal corriente arriba de cada region V funcional. El modelado es evidente como
tramos de secuencia compartidos entre el objetivo V mutado y uno de los genes pseudo-V. Se ha demostrado que
las alteraciones genéticas de DT40 causan un cambio de mutagénesis modelada a mutagénesis no modelada, lo
que da como resultado una hipermutaciéon somatica, por una via esencialmente idéntica a la hipermutacién somatica
que altera las secuencias de regiones V en células B humanas (Sale et al., 2001). La DT40 también ha sido
ampliamente documentada por apoyar la recombinacion homoéloga muy eficiente, o la orientacion génica
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(Buerstedde et al., 2002, Sale, 2004). Esto permite la creacion de derivados en los que genes especificos o regiones
gendémicas se han modificado o seccionado; o en los que una region genética ha sido sustituida por otra.

El documento WO03/061363 describe un método para la induccién de mutaciones en genes expresados en células
eucariotas, que pueden ser Utiles para producir anticuerpos con mayor afinidad o especificidad para antigenos
expresando un gen de citidina desaminasa inducido por activacion en las células.

La EP1568765 describe células B genéticamente modificadas con actividad de conversion de genes de
inmunoglobulina, capaces de diversificacion genética dirigida y selectiva de un acido nucleico diana mediante
hipermutacion o por hipermutacion y conversién génica.

El documento WO01/59092 describe un método para fabricar bacterias hipermutables.

El documento WO02/100998 describe un método para preparar una linea celular capaz de hipermutacion
constitutiva dirigida de una regién de acido nucleico diana.

Los documentos WO96/01313 y W0O94/29442 se dirigen en general al sistema de expresion génica controlado con
tetraciclina.

El documento WO096/01313 describe una proteina de fusién del activador transcripcional que se une a las
secuencias del operador tet y estimula la transcripcion de un gen unido al operador tet en presencia, pero no en
ausencia, de la tetraciclina.

El documento W094/29442 describe animales transgénicos que portan dos transgenes, codificando el primero para
una proteina fusion de transactivador que comprende un represor tet y un polipéptido que se activa directa o
indirectamente en células eucariotas y el segundo que comprende un gen unido operativamente a al menos una
secuencia operadora tet.

Debido a las limitaciones y desafios planteados por los enfoques actualmente disponibles para la mutagénesis
dirigida, existe una necesidad en la técnica para el desarrollo de métodos y construcciones alternativos. La presente
invencion satisface esta necesidad, y proporciona ademas otras ventajas relacionadas.

RESUMEN DE LA INVENCION
El objeto para el que se busca proteccion es como se define en las reivindicaciones.

En particular, la invencién proporciona una célula B modificada para inducir reversiblemente la diversificacion de un
gen diana, comprendiendo la célula B:

(a) un elemento regulador cis ligado operativamente a un gen diana, en el que el gen diana comprende un promotor
y una region codificadora; y

(b) un constructo de fusién que codifica un factor de fijacién fusionado a un factor de diversificacion, en el que el
factor de fijacion se une especificamente al elemento regulador cis de (a) y el factor de diversificacion induce
reversiblemente la diversificacion de la region codificadora.

La invencion satisface estas necesidades y otras proporcionando materiales y métodos para la diversificacion de
secuencias diana. La invencién proporciona una célula B modificada para permitir la induccién reversible de la
diversificacion de un gen diana. La célula comprende un elemento regulador cis ligado operativamente a un gen
diana de interés. Un factor que modula la diversificacion puede entonces fusionarse con un factor de fijacién que se
une al elemento regulador cis, uniendo asi el factor de diversificacion a la regidon que controla la expresion del gen
diana. La célula B puede ser una célula B de DT40 de pollo u otra célula B de vertebrado, con una célula B humana
0 una célula B de DT40 de pollo que contiene genes de inmunoglobulina (Ig) humanizados (en los que IgH e IgL
humanos reemplazan IgH e IgL de pollo) preferido para algunas realizaciones.

Tipicamente, el gen diana comprende un promotor y una region codificadora. En una realizacion, el gen diana
comprende un gen de inmunoglobulina (Ig), en el que el gen Ilg comprende una regién potenciadora y codificante del
gen Ig. El gen Ig puede ser todo o parte de un gen IgL y/o IgH. La region codificadora puede ser nativa del gen Ig, o
un gen heterélogo. En algunas realizaciones, el gen diana es o contiene un dominio diana no Ig para la
diversificacion, asi como dominios que permiten la visualizacion del producto génico sobre la superficie de la célula
B, incluyendo un dominio transmembrana y una cola citoplasmica. La region codificadora del gen diana en la célula
B de la invencién no necesita comprender una region codificadora completa. En algunas realizaciones, una region o
dominio particular se dirige para la diversificacion, y la regién codificadora puede codificar opcionalmente solamente
una parte que incluye la regién o dominio de interés.
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El elemento regulador cis proporciona una almohadilla de aterrizaje en la regién que controla la diversificacion y/o
expresion del gen diana. Esta almohadilla de aterrizaje es un lugar al que un factor de fijacién puede unirse de una
manera especifica de secuencia a esta region del ADN. En una realizacion tipica, el elemento regulador cis es un
operador de lactosa polimerizado (LacO). En una realizacién, el elemento comprende aproximadamente 80-100
repeticiones de LacO. En otra realizacion, el elemento regulador cis es un operador de tetraciclina unico o
multimerizado (TetO). Se puede usar una variedad de moléculas como un elemento regulador cis, siempre y cuando
el elemento sirva a la funcién de almohadilla de aterrizaje de proporcionar un lugar al cual un factor de fijacion (una
proteina de unién a ADN especifica de secuencia) puede unirse al ADN y traer un factor de diversificacion, fusionado
al factor de fijacion, en suficiente proximidad de la region codificadora de manera que la diversificacion de la region
codificadora sea capaz de una regulacion reversible.

Un factor de fijacion es aquel que se une al elemento regulador cis de una manera especifica de secuencia. En las
realizaciones en las que LacO actia como un elemento regulador cis, el represor de Lac, Lacl, puede servir como
factor de conexién, y su unién al elemento regulador cis, LacO, puede regularse mediante isopropil-f-D-tio-
galactosida (IPTG). En ausencia de IPTG, Lacl se une a LacO y la diversificacién se acelera (o se regula de otro
modo) por la presencia del factor de diversificacion. Se puede afadir IPTG en el caso de que se desee detener o
reducir la actividad del factor de diversificacion. En realizaciones en las que TetO actua como elemento regulador
cis, TetR puede ser un factor de fijacion adecuado, y la actividad del factor de diversificacion puede ser regulada por
tetraciclina o doxiciclina.

En algunas realizaciones, el factor de diversificacion es un regulador transcripcional, una proteina asociada a la
heterocromatina, una chaperona de histonas, un remodelador de cromatina, un componente del complejo de poros
nucleares, un regulador génico o una combinaciéon de los mismos. Otras moléculas que pueden servir como un
factor de diversificacion incluyen, pero no se limitan a, un factor de reparacion del ADN, un factor de replicacion del
ADN, una resolvasa, una helicasa, un regulador del ciclo celular, un factor de ubquitilacién, un factor de sumoilacion
0 una combinacion de los mismos. En una realizacion, el regulador transcripcional es VP16 o E47 (codificado por
E2A). Una proteina tipica asociada a la heterocromatina para su uso como factor de diversificacion es HP1. Un
representante de histona chaperona es HIRA.

También se proporciona un método para producir un repertorio de polipéptidos que tienen secuencias variantes de
un polipéptido de interés a través de la diversificacion de secuencias de polinucleétidos que codifican el polipéptido.
Tipicamente, el método comprende cultivar la célula B de la invencion en condiciones que permiten la expresion del
factor de diversificacion, en el que el gen diana de la célula B contiene la regién codificadora del polipéptido de
interés, permitiendo de este modo la diversificacion de la region codificadora. El método puede comprender ademas
mantener el cultivo en condiciones que permitan la proliferacion de la célula B hasta que se obtenga una pluralidad
de polipéptidos variantes y el repertorio deseado.

En otra realizacién, la invencion proporciona un método para producir células B que producen un polipéptido
optimizado de interés. El método comprende cultivar una célula B de la invencién en condiciones que permiten la
expresion del factor de diversificacion, en el que el gen diana de la célula B contiene la region codificadora del
polipéptido de interés y en el que la célula B expresa el polipéptido de interés en su superficie. El método comprende
ademas seleccionar células del cultivo que expresan el polipéptido de interés en la superficie de células B
seleccionando células que se unen a un ligando que se une especificamente al polipéptido de interés. Estas etapas
de cultivo y seleccion pueden repetirse hasta que se seleccionen células que tengan una afinidad deseada para el
ligando que se une especificamente al polipéptido de interés. En las realizaciones en las que el polipéptido de
interés es una Ig, tal como una IgL, IgH o ambas, el ligando puede ser un polipéptido, producido por medios
recombinantes u otros, que representa un antigeno. El ligando puede unirse o enlazarse a un soporte sélido para
facilitar la seleccion, por ejemplo, mediante la selecciéon de células activadas magnéticamente (MACS). En otro
ejemplo, el ligando puede enlazarse o unirse a una etiqueta fluorescente, para permitir la clasificacion de células
activadas por fluorescencia (FACS).

Los métodos de la invencion pueden comprender adicionalmente la adicion de una molécula reguladora al cultivo, en
donde la molécula reguladora modula la unién del factor de fijacion al elemento regulador cis, modulando asi la
diversificacion de la region codificadora. En los ejemplos discutidos anteriormente, IPTG, tetraciclina y doxiciclina
sirven como moléculas reguladoras. Los expertos en la técnica son conscientes de otras moléculas reguladoras que
pueden usarse con un factor de fijacion particular para regular la actividad de diversificacion.

La molécula reguladora puede modular la diversificacion de la regién codificadora en una variedad de formas. Por
ejemplo, en algunas realizaciones, la molécula reguladora se afiade al cultivo para efectuar la modulacién y la
modulaciéon puede resultar en la reduccién o detencion de la diversificacion, o en la mejora o aceleracion de la
diversificacion, dependiendo de si la molécula reguladora particular es una que aumenta o disminuye el
enlazamiento del factor de fijacion al elemento regulador cis y si este cambio particular en la unién tiene el efecto de
aumentar o disminuir la actividad de diversificacion. En otras realizaciones, la modulacion, ya sea reduccion, parada
0 mejora o aceleracion de la modulacion, se efectia extrayendo o eliminando la molécula reguladora del cultivo. Del
mismo modo, la modulacién de la diversificacion puede efectuarse afiadiendo un gen o eliminando un gen de la
célula B, o aumentando o disminuyendo la expresion de un gen en la célula B. Un experto en la técnica puede
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apreciar facilmente todas las permutaciones disponibles expuestas anteriormente, cada una de las cuales tiene el
efecto de alterar el nivel o presencia de una molécula reguladora en la célula B y, a su vez, alterar la fijacion del
factor de diversificacion al elemento cis-regulador y alterando asi la actividad de diversificacion.

También se proporciona un kit que se puede usar para llevar a cabo los métodos de la invencion. El kit comprende
una célula B de la invencion y construcciones de fusién que expresan los correspondientes factores de fijacion y
diversificacion. Por ejemplo, la célula B comprende un elemento regulador cis ligado operativamente a un gen diana,
en el que el gen diana comprende un promotor y una region codificadora. El kit comprende ademas uno o mas
recipientes, con una o mas construcciones de fusiéon almacenadas en los recipientes. Cada constructo de fusién
comprende un polinucleétido que puede expresarse en la célula B y que codifica un factor de fijacion fusionado a un
factor de diversificacion, en el que el factor de fijacion se une especificamente al elemento cis regulador de la célula
B. La célula B puede incluir una pluralidad de elementos reguladores cis para uso con una pluralidad de
construcciones de fusion.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1. llustracion esquematica de la hipermutacion somatica de anticuerpos. Panel superior: las regiones
determinantes de complementariedad (CDR) de un antigeno de contacto de molécula de Ig. Panel inferior: las
mutaciones se concentran en las regiones gendmicas que codifican las CDR.

Figura 2. Grafico de barras que muestra el efecto de los reguladores cis atados sobre la diversificacion de genes de
Ig en células de PoliLacO A DT40. Las tasas de diversificacion clonal se compararon en presencia y ausencia de
IPTG.

Figura 3. llustracion esquematica de como evolucionan las especificidades de anticuerpos durante la expansion de
un clon de células B. El anticuerpo se expresa en la superficie celular. La seleccién de una poblaciéon que
inicialmente expresa multiples especificidades (superior izquierda) se enriquece sucesivamente para una
especificidad deseada (circulos dobles delgados, centro) y mayor afinidad (circulos gruesos, abajo a la derecha).

Figura 4A-B. Demostracion de que E2A se asocia con el locus de IgA reordenado. Figura 4A: Esquema de los loci de
IgA reordenados y no reordenados en la linea de linfoma de células B de pollo, DT40. Se muestran las regiones
promotora (P), lider (L), variable (V), uniéndose (J) y constante (CA); la region putativa de union a la matriz (M) en el
intrén J-C; el potenciador 3' (E-3'); y el mas proximal (pV1) y distal (yV25) de las regiones pseudo-variables no
funcionales de arriba que son plantillas para la conversion génica. Los alelos reordenados y no reordenados se
pueden distinguir facilmente por PCR, usando cebadores indicados por flechas. Figura 4B: Analisis de ChIP del
enriquecimiento de E2A en los AR reordenados y los locus AU no reordenados en células DT40, con respecto al
amplicon de control génico de ovoalbumina (Ova). El enriquecimiento en dobles se muestra a continuacion. NTC,
ningun control de plantilla.

Figura 5A-F. E2A actda en cis para regular la diversificacion de genes IgA. Figura 5A: Esquema del locus de Igh
reordenado marcado con PoliLacO. PoliLacO esta integrado entre yV17-20; Otras nociones como en la figura 4A.

Figura 5B: Perfil de ciclo celular de células DT40 y DT40 PoliLacO-AR. Figura 5C: Acumulacién de variantes de
pérdida de slgM por células DT40 y DT40 PoliLacO-XR. Las frecuencias de las variantes de pérdida de sigM en 24
subclones de cada linea se cuantificaron mediante citometria de flujo después de 6 semanas de expansion clonal.
Las frecuencias mostradas se normalizaron a DT40; las frecuencias medias de pérdidas de sigM fueron 0.8% y
0.9%, respectivamente. Figura 5D: Perfil del ciclo celular de las células PoliLacO-AR GFP-Lacl y DT40 PoliLacO-AR
E47-Lacl de DT40. Figura 5E: Analisis por RT-PCR de la expresién de ARNm de IgA, AID o B-actina en DT40
PoliLacO-AR GFP-Lacl y DT40 PoliLacO-AR E47-Lacl transfectantes. Los triangulos indican 30, 10, 3 y 1x
concentraciones relativas de plantillas de cDNA. Figura 5F: Pérdida media de sIlgM de los transfectantes DT40
PoliLacO-AR GFP-Lacl (n=13) y DT40 PoliLacO-AR E47-Lacl (n=19), cultivados durante 3 semanas en ausencia o
presencia de IPTG 100 uM. Los valores se normalizaron a DT40 PoliLacO-AR GFP-Lacl células cultivadas sin IPTG.

Figura 6A-B. El radio nuclear se correlaciona con el ciclo celular. Figura 6A: Imagenes representativas de células
enriquecidas en G1 y G2/M. Las células G1 (izquierda) y G2/M (derecha) se tifieron con Hoechst 33342 (10 pM,
Molecular Probes) y luego se clasificaron en base al contenido de ADN. Barra, 10 ym. Figura 6B: Perfil de ciclo
celular representativo de células PoliLacO-AR de DT40. Radios medios * s.d. se muestran como barras horizontales
dentro del perfil representativo. Las lineas verticales punteadas indican los puntos de corte para G1 y G2 utilizados
en los analisis experimentales: G1, r <4 ym; G2, r >5.2 ym.

Figura 7A-D. E2A se localiza en AR en la fase G1 del ciclo celular. Figura 7A: Imagen representativa de
colocalizacion de AR y E2A en células DT40 PoliLacO-AR GFP-Lacl. El perimetro nuclear determinado por tincion
con DAPI se delinea mediante la linea blanca discontinua. Barra, 5 ym. Figura 7B: Fraccion de colocalizaciones de
AR/E2A que se producen en cada fase del ciclo celular en células DT40 PoliLacO-AR GFP-Lacl. Figura 7C: Imagen
representativa de colocalizacion de AR y Pol Il activa (P*-Pol Il) en células DT40 PoliLacO-AR RFP-Lacl. Notaciones
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como en 7A. Figura 7D: Fraccién de colocalizaciones de AR/P*-Pol Il que se producen en cada fase del ciclo celular
en células DT40 PoliLacO-AR RFP-Lacl.

Figura 8A-F. La expresion de Id1 inhibe AR/E2A colocalizaciones en fase G1. Figura 8A: Transferencia Western que
ensaya la expresion de Id1 en células DT40 PoliLacO-AR RFP-Lacl (izquierda) y DT40 PoliLacO-AR RFP-Lacl Id1
(derecha). Tamafos del polipéptido marcador (kDa) a la izquierda. Figura 8B: Perfil del ciclo celular de las células
Id1 de PoliLacO-AR RFP-Lacl DT40 y DT40 PoliLacO-AR RFPLacl. Figura 8C: Perdida media de slgM de los
transfectantes DT40 PoliLacO-AR RFP-Lacl Id1 clonales independientes (n=6), cultivados durante 6 semanas. Los
valores se normalizaron a células DT40 PoliLacO-AR RFP-Lacl. Figura 8D: La expresion de Id1 no altera los niveles
de transcripcion de IgA o AID. Analisis por RT-PCR de la expresion de ARNm de control de IgA, AID o B-actina en
células RFP-Lacl de DT40 PoliLacO-AR RFP-Lacl y DT40 PoliLacO-AR RFP-Lacl Id1. Figura 8E: Efecto de la
expresion de Id1 sobre la dependencia del ciclo celular de colocalizaciones de AR/E2A en células RFP-Lacl de
PoliLacO-AR de DT40 y un derivado que expresa de forma estable I1d1 (Id1 - y +, respectivamente). El porcentaje de
colocalizaciones en cada etapa del ciclo celular se muestra. Figura 8F: Efecto de la expresion de Id1 sobre la
dependencia del ciclo celular de colocalizaciones de colocalizaciones de AR/P*-Pol Il y en células DT40 PoliLacO-AR
RFP-Lacl y un derivado que expresa de forma estable Id1. Detalles como en 8E.

Figura 9A-B. Modificacion de la cromatina en el locus IgA de DT40. Figura 9A: Diagrama esquematico del locus de
IgA de pollo reordenado, mostrando las regiones de 25 yVA y el gen de VAR reordenado (lider, regién variable de L,
region constante de VA-JA, region de CA) Figura 9B: Resumen de un experimento representativo de transferencia de
cromatina, ensayando la acetilacion N-terminal de las histonas H3 y H4 (AcH3 y AcH4). Los sitios interrogados
fueron: una region aproximadamente 1 kb corriente arriba de la matriz VA (flanco), la region entre wyVA5 y VA, wVA1,
WVA5, wVA13, wyVA18; WV124; wVA25 y los alelos VAR reordenados y no reordenados. La barra indica la desviacion
estandar.

Figura 10A-B. Fijacion reversible de GFP-Lacl a la matriz yVA en DT40 PoliLacO-AR. Figura 10A: Diagrama
esquematico del locus de IgA de pollo reordenado en DT40, con operador de lactosa polimerizado (PoliLacO)
insertado entre WVA17-20. Notaciones como en la Figura 9. Figura 10B: Imagenes fluorescentes de transfectantes
DT40 GFP-Lacl y DT40 PoliLacO-VAR GFP-Lacl transfectantes cultivados en ausencia de IPTG (izquierda); o en
presencia de IPTG 100 uM durante la noche (derecha).

Figura 11A-C. El HP1 atado disminuye las modificaciones caracteristicas de la cromatina activa. Figura 11A:
Imagenes fluorescentes representativas de transfectantes DT40 PoliLacO-VAR Lacl-HP1 unicos, tefiidos con
anticuerpos anti-Lacl (izquierda); DAPI (centro); o imagen fusionada (derecha). Figura 11B: Enriquecimiento de H3
(AcH3) y H4 (AcH4) acetilado en yVA17R en transfectantes LacL-HP1 de PoliLacO-VAR GFP-Lacl y DT40 PoliLacO-
VAR de DT40. Después de ChlP, duplex PCR se llevé a cabo con cebadores OVA y wVA17R. El enriquecimiento se
expresa en relacion con el control total de entrada de ADN, * desviacién estandar de cuatro amplificaciones
separadas de cantidades crecientes de ADN plantilla. Figura 11C: Histograma que muestra el enriquecimiento de
AcH3 y AcH4 en wVA17R (del panel B) y el promotor pol € en los transfectantes LacL-HP1 de PoliLacO-VAR GFP-
Lacl y DT40 PoliLacO-VAR de DT40. Las barras indican la desviacion estandar.

Figura 12A-C. El HP1 atado no afecta a la expresion de IgA. Figura 12A: Enriquecimiento relativo de AcH3 y AcH4 a
VAR en DT40 PoliLacO-VAR GFP-Lacl y DT40 PoliLacO-VAR Lacl-HP1 transfectantes. Los valores de
enriguecimiento se normalizaron con el control DT40 PoliLacO-VAR GFP-Lacl. Las barras indican la desviacion
estandar de cuatro amplificaciones independientes de cantidades crecientes de ADN plantilla. Figura 12B: Intensidad
relativa de la expresion de IgM de superficie celular (slgM) en los transfectantes PoliLacO-AR GFP-Lacl (GFP-Lacl) y
DT40 PoliLacO-AR Lacl-HP1 (Lacl-HP1) DT40 cultivados en presencia y ausencia de IPTG 250 yM. Los niveles de
slgM se cuantificaron midiendo la intensidad de la tincién con anticuerpo IgM de raton antipollo y normalizandose al
nivel en los transfectantes DT40 PoliLacO-AR GFP-Lacl. Detalles como en 12A. Figura 12C: Niveles relativos de los
transcritos VAR en los transfectantes de PoliLacO-AR GFP-Lacl (GFPLacl) DT40 y DT40 PoliLacO-AR Lacl-HP1
(Lacl-HP1). Los niveles de transcripcion se cuantificaron mediante RT-PCR y se normalizaron al nivel en
transfectantes DT40 PoliLacO-AR GFP-Lacl. Detalles como en 12A.

Figura 13A-B. El HP1 atado disminuye la acetilacion de histona a través de la matriz wVA. Figura 13A: Resumen de
un experimento de transferencia de cromatina, ensayando la acetilacién N-terminal de la histona H3 en cromatina de
la linea celular DT40 PoliLacO-VAR Lacl-HP1 cultivada durante 3 dias en presencia y ausencia de IPTG 250 uM. Los
valores de enriquecimiento CHIP (véase el Ejemplo 4) se normalizaron a los valores obtenidos a partir de un analisis
paralelo de cromatina a partir de células PoliLacO-VAR GFP-Lacl de DT40. Las barras indican la desviacion estandar
de cuatro amplificaciones independientes de cantidades crecientes de ADN plantilla. Figura 13B: Resumen de un
experimento de transferencia de cromatina, ensayando la acetilacion con N-terminal de las histonas H4 en cromatina
de la linea celular DT40 PoliLacO-VAR Lacl-HP1 cultivada durante 3 dias en presencia y ausencia de IPTG 250 pM.
Detalles como en 13A.

Figura 14A-E. Mutacion no planificada y con plantilla promovida por HP1 atado. Figura 14A: ensayo de fluctuacion

de pérdidas de slgM de paneles de DT40 PoliLacO-VAR GFP-Lacl (n=27) independiente y DT40 PoliLacO-VAR Lacl-
HP1 (n=16). La figura muestra datos combinados de al menos dos transfectantes independientes para cada

6



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2628973 T3

constructo de fusion. Las tasas medias de diversificacion se muestran a continuacion. Figura 14B: Resumen del
analisis de secuencias de regiones VA que llevan mutaciones Unicas, a partir de los transfectantes PoliLacO-VAR
GFP-Lacl (n=78) y DT40 PoliLacO-VAR Lacl-HP1 (n=36), analizados por PCR de célula unica. Se reunieron las
secuencias de dos transfectantes independientes.

Figura 15. Alineacion de secuencia de clones de Lacl-HP1 de PoliLacO-AR DT40 Mutadas. Secuencias de 14
regiones VA Unicas, mutadas a partir de células LacL-HP1 de PoliLacO-AR DT40 diversificadas. Las cajas de color
azul describen las secciones de conversion de genes; los circulos rojos denotan mutaciones puntuales; las cajas
punteadas negras indican inserciones no planificadas; los triangulos anaranjados denotan eliminaciones. Se
presenta la secuencia madre de la region DT40 (SEQ ID NO: 31), indicandose los lugares de mutacion.

Figura 16A-E. La conversion de genes Ig es acelerada por VP16 atada a la matriz wVA. Figura 16A: Diagrama
esquematico del locus de IgA de pollo reordenado en DT40, con operador de lactosa polimerizado (PoliLacO)
insertado entre wyVA17-20. Lider, L; region variable reordenada, VA-JA; region constante, CA. Figura 16B: Analisis de
transferencia Western de expresion de GFP-Lacl o GFP-Lacl-VP16 en los transfectantes indicados. La expresién se
ensayo mediante transferencia con anticuerpos anti-Lacl, en relacion con el control de la 3-accion. Figura 16C: Perfil
del ciclo celular de los transfectantes PoliLacO-A GFP-Lacl DT40 y DT40 PoliLacO-A GFP-Lacl-VP16. Figura 16D:
Cuantificacion de la comparacion de RT-PCR de los niveles de transcripcion de VA en DT40 PoliLacO-A GFP-Lacl y
DT40 PoliLacO-A GFP-Lacl-VP16 transfectante, normalizado a DT40 PoliLacO-A GFP-Lacl. Figura 16E: Imagen
fluorescente de transfectantes DT40 PoliLacO-A GFP-Lacl-VP16. Las flechas indican GFP-Lacl-VP16 unido a IgA.
Los nucleos se contrastaron con DAPI (azul).

Figura 17A-C. Los niveles de AcH3 y AcH4 se incrementan y la conversion de genes Ig es acelerado por VP16 atado
a la matriz yVA. Figura 17A: Enriquecimiento de H3 (AcH3) acetilado a IgA en transfectantes de PoliLacO-A GFP-
Lacl-VP16 de DT40. Después de ChIP, duplex PCR se llevd a cabo con cebadores OVA y wVA17R. El
enriguecimiento se expresa en relacién con el control total de entrada de ADN, t desviacién estandar de cuatro
amplificaciones separadas de cantidades crecientes de ADN plantilla. Figura 17B: Enriquecimiento de H4 (AcH4)
acetilado a IgA en transfectantes de PoliLacO-A GFP-Lacl-VP16 de DT40. Notaciones como en 17A. Figura 17C:
Pérdida mediana de slgM en paneles de transfectantes independientes DT40 PoliLacO-A GFP-Lacl-VP16,
normalizados a los transfectantes DT40 PoliLacO-VA GFP-Lacl. La figura muestra datos combinados de al menos
dos transfectantes independientes para cada constructo de fusidn. A continuacién se muestra el aumento de pliegue
con respecto a los transfectantes DT40 PoliLacOVA GFP-Lacl de control.

Figura 18A-B. La variante de histona H3.3 se enriquece en el locus IgA de DT40. Figura 18A: Diagrama esquematico
del locus de IgA de pollo reordenado en DT40. Notaciones como en la Figura 16A. Figura 18B: Resumen de un
experimento de transferencia de cromatina representativo, ensayando la variante de histona H3.3. Los sitios
interrogados fueron: una region aproximadamente 1 kb corriente arriba de la matriz yVA (flanco); La region entre
WVAS y VA; WVA1;, WVA5; WVA13; WVA18; WVA24; WVA25; y el alelo VAR reordenado. Las barras indican la
desviacién estandar.

Figura 19A-E. La conversion del gen Ig es acelerada por HIRA atada a la matriz yVA. Figura 19A: Analisis de
transferencia Western de expresion de GFP-Lacl o HIRA-Lacl en los transfectantes indicados. La expresion se
ensayo mediante transferencia con anticuerpos anti-Lacl, en relacién con el control de la B-accién. Figura 19B: Perfil
del ciclo celular de los transfectantes PoliLacO-A GFP-Lacl de DT40 y DT40 PoliLacO-A HIRA-Lacl. Figura 19C:
Cuantificacion de la comparacion de RT-PCR de los niveles de transcripcion de VA en los transfectantes PoliLacO-A
GFP-Lacl de DT40 y DT40 PoliLacO-A HIRA-Lacl, normalizados a DT40 PoliLacO-A GFP-Lacl. Figura 19E: Imagen
fluorescente de los transfectantes DT40 PoliLacO-A GFP-Lacl-VP16. Las flechas indican GFP-Lacl-VP16 unido a
IgA. Los nucleos se contrastaron con DAPI (azul).

Figura 20A-C. La variante de histona H3.3 se enriquece y la conversion de genes se acelera por HIRA anclada en
DT40 PoliLacO-A. Figura 20A: Enriquecimiento de H3.3 (verde) y pan H3 (azul) en wyVA17R en células DT40
PoliLacO-A y DT40 PoliLacO-A HIRA-Lacl que expresan H3.3-FLAG. Se muestran los resultados para dos lineas
independientes de DT40 PoliLacO-A HIRALacl. El enriquecimiento de DT40 PoliLacO-A se normaliza a un valor de
"1". Las barras se muestran con + desviaciones estandar de cuatro amplificaciones independientes de cantidades
crecientes de ADN plantilla. Figura 20B: Citometria de flujo de células slgM+ en poblaciones representativas de
células PoliLacO-GFP-Lacl de DT40 y células PoliLacO-A HIRA-Lacl de DT40. Figura 20C: Pérdida mediana de sigM
en paneles de transfectantes independientes DT40 PoliLacO-A HIRA-Lacl y DT40 HIRA, normalizados a los
transfectantes DT40 PoliLacO-A GFP-Lacl. La figura muestra datos combinados de al menos dos transfectantes
independientes para cada constructo de fusion. A continuacidon se muestra el aumento de pliegues con respecto a
los transfectantes DT40 PoliLacO-A GFP-Lacl de control.

Figura 21A-B. Distintos efectos de la cromatina de HIRA y VP16. Figura 21A: Analisis de transferencia Southern de
la regién PoliLacO en los transfectantes PoliLacO-A GFP-Lacl, DT40 PoliLacO-A GFP-Lacl-VP16 y DT40 PoliLacO-A
HIRALacl de DT40, después de la digestion de la cromatina con nucleasa microcdccica (MNasa). No MNasa, (-). Los
numeros a la derecha denotan multimeros nucleosémicos. Figura 20B: Modelo de como la deposicién elevada de
histonas podria ser responsable de un patréon de “escalamiento” acentuado de la cromatina. Las puntas de flecha
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indican posibles sitios de escisién de MNasa. Las puntas de flecha oscura indican un rango restringido de ADN
escindible, y las puntas de flecha gris sugieren una amplia gama de ADN escindible para generar desviaciones del
producto predicho de divisién de ~150 pb.

Figura 22. Secuencias de regiones V mutadas a partir de células DT40 PoliLacO-A GFP-Lacl-VP16. Las regiones V
se amplificaron a partir de células sIgM individuales y luego se secuenciaron. Las casillas azules claras describen los
eventos de conversion génica de largo tracto; las cajas con sombreado azul describen los eventos de conversion
génica de tracto corto; circulos rojos denotan mutaciones puntuales; las cajas punteadas negras indican las
inserciones; los quilates denotan supresiones.

Figura 23. Secuencias de regiones V mutadas a partir de células DT40 PoliLacO-A HIRA-Lacl. Notaciones como en
la Figura 22.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencion se basa en el desarrollo de lineas de células B en las que la mutagénesis de un gen de
inmunoglobulina diana es inducible. La inmunoglobulina se expresa en la superficie celular, permitiendo la seleccion
de clones que expresan moléculas de inmunoglobulina con especificidades particulares, afinidades incrementadas,
y/o nuevas actividades. Esto puede llevarse a cabo con genes de inmunoglobulina y también no inmunoglobulina en
el sitio diana.

DEFINICIONES

Todos los términos cientificos y técnicos usados en esta solicitud tienen significados cominmente usados en la
técnica a menos que se especifique lo contrario. Tal como se utiliza en esta solicitud, las siguientes palabras o
frases tienen los significados especificados.

Tal como se usa en el presente documento, "polipéptido” incluye proteinas, fragmentos de proteinas y péptidos, ya
sea aislados de fuentes naturales, producidos por técnicas recombinantes o sintetizados quimicamente. Los
péptidos de la invencioén tipicamente comprenden al menos aproximadamente 6 aminoacidos.

Como se usa en el presente documento, la "diversificacion" de un gen diana significa un cambio o mutacién en
secuencia o estructura del gen diana. La diversificacion incluye los procesos biolégicos de hipermutacion somatica,
la conversion génica y la recombinacion de conmutacion de clase, que pueden dar como resultado mutacion puntual,
eliminacién del ADN de mutacién con plantilla e insercion de ADN. Los factores de diversificacion de la invencion
pueden inducir, mejorar o regular cualquiera de estos métodos de diversificacion.

Una "mutacién” es una alteracion de una secuencia polinucleotidica, caracterizada por una alteracién en una o mas
bases de nucleétidos, o por una insercidon de uno o mas nucleétidos en la secuencia, o por una eliminacién de uno o
mas nucleétidos de la secuencia, o una combinacién de estos.

Como se usa en el presente documento, un "elemento regulador cis" es una secuencia de ADN posicionada en una
region que controla la expresion o diversificacion de un gen. Un factor de fijacion se une de una manera especifica
de secuencia a esta region del ADN. Los elementos cis-reguladores representativos incluyen, pero no se limitan a,
LacO y TetO.

Tal como se usa en el presente documento, un “factor de fijacion” es una molécula que se une al elemento regulador
cis de una manera especifica de la secuencia. Un ejemplo de un factor de fijacion es un "represor”, una proteina que
es sintetizada por un gen regulador y se une a un locus del operador, bloqueando la transcripcién de ese operoén.
Ejemplos de factores de fijacion incluyen, pero no se limitan a, Lacl y TetR.

Tal como se utiliza en el presente documento, un "factor de diversificacion" se refiere a una molécula que acelera o
regula la diversificacion o la hipermutacion. Los factores de diversificacion representativos incluyen algunos
identificados inicialmente como reguladores transcripcionales (por ejemplo, VP16 o E47), una proteina asociada a
heterocromatina (por ejemplo, HP1), una chaperona de histonas (HIRA), un remodelador de cromatina, un
componente del complejo de poros nucleares (NUP153), un regulador génico o una combinacion de los mismos.
Otras moléculas que pueden servir como un factor de diversificacion incluyen, pero no se limitan a, un factor de
reparacion del ADN, un factor de replicacion del ADN, una resolvasa, una helicasa, un regulador del ciclo celular, un
factor de ubiquitilacién, un factor de sumoilacién o una combinacién de los mismos.

Como se usa en el presente documento, "promotor" significa una region de ADN, generalmente corriente arriba (5')
de una region codificadora, que controla al menos en parte la iniciacion y el nivel de transcripcion. La referencia en
este documento a un "promotor" debe tomarse en su contexto mas amplio e incluye las secuencias reguladoras
transcripcionales de un gen genémico clasico, incluyendo una caja TATA o un promotor de caja no TATA, asi como
elementos reguladores adicionales (es decir, secuencias activadoras, potenciadores y silenciadores) que alteran la
expresion génica en respuesta a estimulos de desarrollo y/o ambientales, o de una manera especifica de tejido o de
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tipo celular. Un promotor esta normalmente, pero no necesariamente, situado corriente arriba o 5', de un gen
estructural, cuya expresion regula. Ademas, los elementos reguladores que comprenden un promotor se sitian
habitualmente dentro de los 2 kb del sitio de inicio de la transcripcion del gen, aunque también pueden estar a
muchos kb de distancia. Los promotores pueden contener elementos reguladores especificos adicionales, situados
mas distales al sitio de inicio para mejorar adicionalmente la expresion en una célula, y/o para alterar el tiempo o la
inducibilidad de la expresion de un gen estructural al que esta conectado operativamente.

Tal como se usa en el presente documento, "conectado operativamente" o "unido operativamente" y similares
significa un enlace de elementos polinucleotidicos en una relaciéon funcional. Un acido nucleico estd "unido
operativamente" cuando se coloca en una relacion funcional con otra secuencia de acido nucleico. Por ejemplo, un
promotor o potenciador esta operativamente unido a una secuencia codificante si afecta a la transcripcion de la
secuencia codificante. Unida operativamente significa que las secuencias de acido nucleico que estan unidas son
tipicamente contiguas y, cuando es necesario unirse a dos regiones codificadoras de proteinas, contiguas y en el
marco de lectura. Por "unién operativa" de un promotor a un polinucleétido transcriptible se entiende colocar el
polinucledtido transcriptible (por ejemplo, la proteina que codifica el polinucledtido u otro transcrito) bajo el control
regulador de un promotor, que controla entonces la transcripcion y opcionalmente la traduccion de ese
polinucleétido.

El término "acido nucleico" o "polinucleétido” se refiere a un polimero de desoxirribonucleétido o ribonucleétido en
forma de cadena sencilla o doble, y a menos que se limite de otro modo, abarca analogos conocidos de nucleétidos
naturales que se hibridan con acidos nucleicos de una manera similar a nucleétidos naturales.

Tal como se utiliza en el presente documento, "un" o "una" significa al menos uno, a menos que se indique
claramente lo contrario.

Células B

La invencion proporciona una célula B modificada para permitir la induccion reversible de la diversificacion de un gen
diana. La célula comprende un elemento regulador cis ligado operativamente a un gen diana de interés. Un factor
que modula la diversificacion puede fusionarse entonces con un factor de fijacién que se une al elemento regulador
cis, uniendo asi el factor de diversificacion a la region que controla la expresion del gen diana. La célula B puede ser
una célula B de DT40 de pollo u otra célula B de vertebrado, con una célula B humana o una célula B de DT40 de
pollo que contiene genes de inmunoglobulina (Ig) humanizados (en los que IgH e IgL humanos reemplazan IgH e IgL
de pollo) preferido para algunas realizaciones.

Las células B son productores naturales de anticuerpos, haciéndolas una célula atractiva para la produccion de
anticuerpos mejorados y proteinas y polipéptidos no inmunoglobulinas mejoradas. Las células DT40 B son un punto
de partida efectivo para la evolucion de anticuerpos especificos y de alta afinidad por ciclos iterativos de
hipermutacion y seleccion (Cumbers et al., 2002; Seo et al., 2005). Las células DT40 tienen varias ventajas sobre
otros vehiculos probados para este proposito. DT40 diversifica constitutivamente sus genes de Ig en cultivo, y se
dirige a mutaciones a las CDR de las moléculas de anticuerpo expresadas. DT40 prolifera mas rapidamente que las
lineas de células B humanas (tiempo de generacion de 10-12 h, en comparacion con las 24 h); las poblaciones
clonales pueden aislarse faciimente debido a que las células son facilmente clonadas por dilucién limitante, sin
adicién de factores especiales o capas de alimentacion; y DT40 lleva a cabo la identificacion de genes homologos
eficientes (Sale, 2004), por lo que se pueden reemplazar loci especificos a voluntad, permitiendo manipular factores
que regulan la hipermutacion.

La invencién proporciona una nueva plataforma para generar anticuerpos de alta afinidad. En una realizacion, el
vehiculo para la evolucién de anticuerpos es una linea de células B, DT40, que produce anticuerpos de manera
natural, y que ha sido modificada genéticamente para hacer acelerar e inducir la hipermutacion del gen de la
inmunoglobulina. Al igual que otras células B, DT40 expresa anticuerpos en la superficie celular, permitiendo la
seleccion clonal conveniente para alta afinidad y especificidad optimizada, por fluorescencia o clasificacion de
células activadas magnéticamente. En la linea celular DT40, la hipermutacion se lleva a cabo por la misma via que
se ha perfeccionado durante millones de afios de evolucion de vertebrados a la hipermutaciéon del gen Ig en un
contexto fisiologico. Esta via altamente conservada se dirige a las mutaciones preferentemente (aunque no
exclusivamente) a las regiones determinantes de la complementariedad (CDR), los subdominios de las regiones
variables (V) que hacen contacto con el antigeno (Figura 1).

Hasta ahora, el uso de DT40 (y ofras lineas de células B cultivadas) para la seleccién de anticuerpos ha sido
limitado debido a que la velocidad de hipermutacién es muy lenta, aproximadamente 0.1%-1% de la hipermutacion
fisiolégica. Para acelerar la hipermutacion, los principales sitios y factores reguladores han sido manipulados,
aprovechando nuestra sofisticada comprensioén actual de los mecanismos moleculares de la hipermutacion.

Aunque las células B de DT40 de pollo ofrecen muchas ventajas, en algunas realizaciones puede ser deseable
utilizar células B humanas. Alternativamente, se pueden emplear genes Ig humanizados con las células B DT40 de
pollo. Mediante la humanizacién de los genes de la inmunoglobulina DT40, la utilidad de esta plataforma para
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terapéutica puede ampliarse, ya que los anticuerpos generados en la plataforma DT40 podrian usarse directamente
para el tratamiento.

Existe una amplia documentacion sobre la utilidad de los genes de anticuerpos humanizados y varios enfoques
validados para la humanizacion, tal como se ha revisado recientemente (Waldmann y Morris, 2006; Almagro y
Fransson, 2008). La humanizacion se efectia mediante la sustitucion de los genes Ig humanos por los genes Ig de
pollo, y esto se hace facilmente en DT40 aprovechando el alto rendimiento de la direccion génica homéloga. Las
sustituciones se llevan a cabo por procedimientos analogos a los descritos en los ejemplos a continuacion para
insertar elementos reguladores cis, pero utilizando diferentes construcciones de orientacion que estan disefiadas
para modificar partes distintas de los loci de cadena pesada y liviana. La sustituciéon podria producir derivados de
DT40 que generan anticuerpos completamente humanizados, intercambiando regiones V(D)J y C; o anticuerpos
quiméricos (regiones C humanizadas pero no regiones V). Estos reemplazos no alteraran los elementos cis-
reguladores adyacentes ni afectaran su capacidad para acelerar la hipermutacién. Los mecanismos conservados
que promueven la hipermutacion dirigiran la mutagénesis a las CDR de las secuencias humanizadas. La linea
humanizada puede usarse asi para el desarrollo acelerado de monoclonales humanos en cultivo celular,
proporcionando una plataforma doble para la produccién rapida de anticuerpos Utiles para propdsitos terapéuticos o
diagndsticos.

Ademas, se puede optimizar la funcion efectora del anticuerpo mediante la sustitucion de la region C. La
inmunoterapia basada en anticuerpos es un enfoque poderoso para la terapia, pero este enfoque hasta ahora ha
sido limitado en parte por la disponibilidad de anticuerpos especificos con propiedades efectoras utiles (Hung et al.,
2008; Liu et al., 2008). La region constante (C) de un anticuerpo determina la funcién efectora. Pueden prepararse
sustituciones de regiones C humanas nativas o modificadas por ingenieria genética mediante la orientacion de
genes homologos en el vehiculo DT40 para generar anticuerpos con la funcion efectora deseada.

Genes diana

Tipicamente, el gen diana comprende un promotor y una region codificadora. La region codificadora del gen diana
en la célula B de la invencion puede ser aquella que codifica cualquier proteina o péptido de interés, y no necesita
comprender una region codificadora completa. En algunas realizaciones, una region o dominio particular se dirige
para la diversificacion, y la region codificadora puede codificar opcionalmente sélo una porcién que incluye la region
o dominio de interés.

En una realizacion, el gen diana comprende un gen de inmunoglobulina (lg), en el que el gen Ig comprende una
region potenciadora y codificadora del gen Ig. El gen Ig puede ser todo o parte de un gen IgL y/o IgH. La region
codificadora puede ser nativa del gen Ig, o un gen heterélogo. En algunas realizaciones, el gen diana es o contiene
un dominio diana no Ig para la diversificacion, asi como dominios que permiten la visualizacion del producto génico
sobre la superficie de la célula B, incluyendo un dominio transmembrana y una cola citoplasmica.

Elemento cis-regulador

El elemento regulador cis proporciona una almohadilla de aterrizaje en la region que controla la expresiéon del gen
diana. Esta almohadilla de aterrizaje proporciona un lugar al que un factor de fijaciéon puede unirse de una manera
especifica de secuencia a esta region del ADN. Se puede utilizar una variedad de moléculas como elementos
reguladores cis, siempre y cuando el elemento sirva a la funcion de almohadilla de aterrizaje de proporcionar un
lugar al cual un factor de fijacion (una proteina de unién a ADN especifica de secuencia) puede unirse al ADN y
aportar una diversificacion, fusionado al factor de fijacion, en suficiente proximidad de la regiéon codificadora de
manera que la diversificacion de la region codificadora sea capaz de una regulacion reversible. En una realizacion
tipica, el elemento regulador cis es un operador de lactosa polimerizado (LacO). En una realizacion, el elemento
comprende aproximadamente 80-100 repeticiones de LacO. En ofra realizacion, el elemento regulador cis es un
operador de tetraciclina (TetO).

Factores de fijacion y diversificacion

Un factor de fijacion es aquel que se une al elemento regulador cis de una manera especifica de la secuencia. En
algunas realizaciones, la regulacién de la diversificacion se logra utilizando un factor de fijacion caracterizado por la
union regulable al elemento regulador cis. En las realizaciones en las que LacO actda como un elemento regulador
cis, el represor de Lac, Lacl, puede servir como factor de conexién, y su unién al elemento regulador cis, LacO,
puede regularse mediante isopropil-B-D-tio-galactosida (IPTG). En ausencia de IPTG, Lacl se une a LacO y la
diversificacion se acelera (o se regula de otro modo) por la presencia del factor de diversificacion. IPTG puede ser
afiadido en el caso de que una suspensién o reduccion de la actividad del factor de diversificacion se desea, por lo
que el proceso de mutagénesis es reversible. En realizaciones en las que TetO actua como elemento regulador cis,
TetR puede ser un factor de fijacién adecuado, y la actividad del factor de diversificacion puede ser regulada por
tetraciclina o doxiciclina.
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Un factor de diversificacion es aquel que permite la modulaciéon de la mutagénesis en la célula B. Los ejemplos a
continuacion describen los efectos del atar y liberar varios factores reguladores. Uno, la proteina heterocromatina
HP1, hipermutacion acelerada 5.6 veces (Ejemplo 4); otro, E47-Lacl (E47 es una isoforma del regulador E2A, critica
para el desarrollo de células B), hipermutacion acelerada 4.5 veces (Ejemplo 3); y otros dos modificadores de
estructura de cromatina de hipermutacion acelerada 8.4 veces y 11.0 veces (Figura 2). Ademas, se ha dirigido un
sitio de fijacion al locus de cadena pesada de Ig expresado. La doble regulacion de la hipermutacién en IgH e IgL
puede acelerar la hipermutacion de 25 a 100 veces, permitiendo la produccion rapida de nuevos anticuerpos.

Diversificacion de genes de inmunoglobulina se mueven dentro del nicleo en el curso del ciclo celular, y este
movimiento se correlaciona con y es necesario para la diversificacion. La union a los poros nucleares mediante la
expresion de NP153-Lacl en células DT40 PoliLacO-A (utilizando métodos descritos en los ejemplos a continuacion)
acelera la diversificacion 5.7 veces. Este resultado predice que otros factores que regulan la posicion del gen
también regulan la diversificacion, incluyendo otras proteinas de poros nucleares y otros factores que determinan o
regulan la posicion del gen en el ndcleo.

La estructura de cromatina regula la diversificacion también. Los datos del Ejemplo 4 muestran que la expresion de
la proteina heterocromatina HP1 fusionada a Lacl acelera la diversificacion y que este efecto es reversible por IPTG.
Este hallazgo se ha extendido a la histona chaperona, HIRA.

Los reguladores de la expresion o funcion génica también sirven como factores de diversificacion. El Ejemplo 3
siguiente muestra que la expresion del factor regulador E2A (expresado como la isoforma E47, como una fusion
Lacl) acelera la diversificacion, y que este efecto es reversible por IPTG. El dominio regulador VP16 del virus del
herpes acelera la diversificacion, y que este efecto es reversible por IPTG.

La desaminacion también acelera la mutagénesis, pero no es inducible. La AID es la desaminasa de ADN especifica
de células B que inicia la diversificacion de genes de Ig. El Ejemplo 2 siguiente muestra que la unién de AID (AID-
Lacl) en DT40 PoliLacO-A promueve la mutagénesis, pero que IPTG no supera este efecto. Por lo tanto, parece que
los efectos mutagénicos son de todo el genoma, haciendo este factor inadecuado, sin mas modificaciones.

En algunas realizaciones, el factor de diversificacion es un regulador transcripcional, una proteina asociada a la
heterocromatina, una chaperona de histonas, un remodelador de cromatina, un componente del complejo de poro
nuclear, un regulador de gen o una combinacion de los mismos. Otras moléculas que pueden servir como un factor
de diversificacion incluyen, pero no se limitan a, un factor de reparacion del ADN, un factor de replicacion del ADN,
una resolvasa, una helicasa, un regulador del ciclo celular, un factor de ubquitilacién, un factor de sumoilaciéon o una
combinacién de los mismos. En una realizacion, el regulador transcripcional es VP16 o E47 (codificado por E2A).
Una proteina tipica asociada a la heterocromatina para su uso como factor de diversificacion es HP1. Un
representante de histona chaperona es HIRA.

Tabla 1: Factores de diversificacion representativos

Activadores transcripcionales

VP16 NeuroD TFIIB A13, B1,
E47 NPAS TFIID B2, B3

E12 OLIG TFIE B4, B5, B6,
Myc TAL1 TFIF B7,

c-Fos Twist TFIIH B8, B9, B13,
c-Jun USF1 GFI1 C4,

BACH MAX HIC C5, C6, C8,
BATF MITF HIVEF C9,

BLZF1 MNT IKZF C10, C11,

C/EBP MLX ILF C13, D1, D3,
CREB MXI1 KLF D4, D8, D9
CREM SREBP MTF1 D10, D11,
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DBP
DDIT3
GABPA
HLF
MAF
NFE
NRL
NRF1
XBP1
ATOH1
AhR
AHRR
ARNT
ASCLA1
BHLHB2
BMAL
CLOCK
EPAS1
HAND
HES
HEY
HIF

ID
LYL1
MXD4
MYCL1
MYCN
MyoD
NFAT

STAT

Mef2

SRF

AP-2

CAR

FXR

LXR

PPAR

PXR

RAR

ROR

Rev-ErbA

HNF4

PNR

RXR

NUR

GCNF

DAX1

GATA

ATBF1

CTCF

E4F1

EGR

ERV3

ATBF1

BCL

CTCF

E4F1

EGR

ERV3

TFIIA

SRY

SSRP1

CSDA

YBX1

CBF
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MYT1
OSR1
Sp1
Zbtb7
ZB1
HIVEP1 MSX
AIRE
DIDO1
GRLF1
ING
JARID
JMJD1B
ARX
CDX
CRX
CUTL1
DLX
EMX2

EN

FHL
ESX1
HHEX
HLX
Homobox
(A1, A3, A4,
A5,

A7, A9, A10
A11
RBL2
Apetala 2
EREBP
B3

ARID

12

D12, D13
HOPX
MEIS
MEOX2

MNX1

NANOG
NKX

PHF

POU dominio
proteinas
OoTX

PDX

PAX

E2F (1-5)
proteinas FOX
HSF

ELF

EGF

ELK

ERF

ERG

ETS

ETV

FLI1

MYB
MYBL2
NF-kB

NFI

NFY
Rho/Sigma

R-SMAD
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HNF (1A, 1B)

LEF1

SOX

Proteinas asociadas a la heterocromatina

HP1a
HP1a
HP1b

HP1c

Reparacion del ADN
BRG1
BAF
PBAF
BRM
Rdh54
XRCC3
FANCD2
FANCI
CtiP
Rad54
Rad51
BRCA1
BRCA2
RAD51 B
RAD51C

RAD51 D

Replicacion del ADN

PCNA

RPA

ES 2628973 T3

HMGA CAP
HBP1 IFI
Rb MLL
RBL1 MNDA

Chaperonas de histona®

Proteinas Polycomb

Proteinas Trithorax

HIRA
ASF1a
ASFb
CAF1
Spt6
XRCC2
DMC1
RAD52
RecA
RecB
RecC
RecD
MRE11
RAD50
XRS2/NBS1
KU70
KU80
SAE2
DNA-PK
DNA Ligasa
iv

UNG

Resolvasas y Helicasas

RuvC

13

HAP1

APE1

ADN
polimerasa
b

ADN Ligasa

XRCC1 MLH1

PARP

XPA

XPB

XPC

XPD

XPE

XPF

XPG

CSA

Reguladores del ciclo celular

CHK1

Cromatina

Remodeladores
Nucleolin
Rtt106

NAP1

NAP2

CsB
XPV
EndoV
MSH2
MSH3
MSH5

MSH6

PMS2
EXO1
POLH
POLI

REV1

POLQ
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Smc1 RusA CHK2
Smc3 RuvB p53
Rad21/Mcd1/Scc1 RuvC p27
Estromalina/Scc3 RecQ
Scc2 hRECQ5
Scc4 WRN
Pds5 BLM
Eco1 Srs2
Rec8 hRECQ1/L

RTS/hRECQ4
Gen HASPIN MLL3 SET1A
Regulacion MLL1 MLL4 SET1B
CARM1 MLL2 MLL5 SET7/9
ASH1 JMD2A/JHDM NSD1 Sc ESA1
LSD/BHC110 3A MYD2 SIRT2
PRMT5 JMJD2B SET2 SIR2
SUV39H1 JMJD2C/GAS JHDM1a SUV4-20H1
SUV39H2 C1 JHDM1b SUV4-20H2
SETDB1/ESE JMJ2D2D Sc RTT109 PR-SET7/8
T JHDM2a DOT1 SET9
EuHMT-asa/GL JHDM2b CKil Bmi/Anillo 1A
P AuroraB PRMT4 MST1
G9a CBP/p300 PRMT5 RNF20/RNF40
CLL8 EZH2 HBO1 UbcH6
RIz1 MSK1 Sc HAT1
PCAF MSK2 TIP60
GCN5 FPR4 HOB1

Complejo de poros nucleares

Nup153

Nup98

CRM1

otros componentes de poros estables y dinamicos

Ubiquitilaciéon IAP
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E1 Cdc34

E2 Rbx1 Sumoilacién
E3 NEDD®8/Rub1 Ubc9

26S proteasoma SCF/Grr1 SAE1/Aos1
E6 SCF/Met30 SAE2/Uba2
VHL SCF/Fbw7/hCdc4 SUMOE2
MDM2 Cuelp PIAS

BAP1 Ubc7p Ulp1
BARD1 Ubc1p Siz1

CBL CHIP Siz2
SCF/Skp2 Hsp/c70/90 SUMO E1
Skp1 Parkin SUMO E3
Cul1/Cdc53 NEDD4-2 Nse2 (Mms21)
DuB Csn5 Ulp2

Constructos de fusion

La fijacion de un factor de diversificacion al elemento regulador cis se consigue mediante la fusién del factor de
diversificacion con un factor de fijacion. Los constructos de fusién que codifican esta combinacién de factores
pueden estar presentes y ser expresadas por la célula B de la invencion y también pueden proporcionarse
separadamente para afadirse a la célula B en el momento deseado y al seleccionar los factores deseados para un
objetivo particular.

Los constructos de fusion se pueden preparar generalmente usando técnicas estandar. Por ejemplo, las secuencias
de ADN que codifican los componentes peptidicos pueden ser ensambladas por separado, y ligadas en un vector de
expresion apropiado. Las secuencias de ADN ligadas estan unidas operativamente a elementos reguladores
transcripcionales o de traducciéon adecuados. El extremo 3' de la secuencia de ADN que codifica un componente
peptidico se liga, con o sin un enlazante peptidico, al extremo 5' de una secuencia de ADN que codifica el segundo
componente peptidico de manera que los marcos de lectura de las secuencias estan en fase. Esto permite la
traduccion en una Unica proteina de fusidon que retiene la actividad bioldgica de ambos péptidos componentes.

Se puede emplear una secuencia enlazante peptidica para separar el primer y el segundo componentes peptidicos a
una distancia suficiente para asegurar que cada péptido se pliegue en sus estructuras secundarias y terciarias.
Dicha secuencia enlazante peptidica se incorpora en la proteina de fusiéon usando técnicas estandar bien conocidas
en la técnica. Las secuencias enlazantes peptidicas adecuadas pueden elegirse basandose en los siguientes
factores: (1) su capacidad para adoptar una conformacion extendida flexible; (2) su incapacidad para adoptar una
estructura secundaria que pudiera interactuar con regiones funcionales sobre el primer y segundo péptidos; y (3) la
falta de residuos hidréfobos o cargados que podrian reaccionar con las regiones funcionales peptidicas. Las
secuencias enlazantes peptidicas preferidas contienen residuos Gly, Asn y Ser. Otros aminoacidos casi neutrales,
tales como Thr y Ala también pueden usarse en la secuencia enlazante.

Métodos y usos de la invencion

La invencién proporciona un método para producir un repertorio de polipéptidos que tienen secuencias variantes de
un polipéptido de interés a través de la diversificacién de secuencias de polinucleétidos que codifican el polipéptido.
Tipicamente, el método comprende cultivar la célula B de la invencion en condiciones que permiten la expresién del
factor de diversificacion, en el que el gen diana de la célula B contiene la regién codificadora del polipéptido de
interés, permitiendo de este modo la diversificacion de la region codificadora. El método puede comprender ademas
mantener el cultivo en condiciones que permitan la proliferacion de la célula B hasta que se obtenga una pluralidad
de polipéptidos variantes y el repertorio deseado. Debido a que las células B expresan los polipéptidos en la
superficie externa, se puede determinar la naturaleza y extension del repertorio. El repertorio puede utilizarse
entonces para la seleccion de polipéptidos que tienen propiedades deseadas.

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2628973 T3

En otra realizacién, la invencion proporciona un método para producir células B que producen un polipéptido
optimizado de interés. El método comprende cultivar una célula B de la invencién en condiciones que permiten la
expresion del factor de diversificacion, en el que el gen diana de la célula B contiene la region codificadora del
polipéptido de interés y en el que la célula B expresa el polipéptido de interés en su superficie. El método comprende
ademas seleccionar células del cultivo que expresan el polipéptido de interés en la superficie de células B
seleccionando células que se unen a un ligando que se une especificamente al polipéptido de interés. Estas etapas
de cultivo y seleccion pueden repetirse hasta que se seleccionen células que tengan una afinidad deseada para el
ligando que se une especificamente al polipéptido de interés. La evolucion de las especificidades de anticuerpos
durante la expansion de un clon de células B se ilustra en la Figura 3. La seleccion de una poblacion que expresa
inicialmente multiples especificidades (superior izquierda) enriquece sucesivamente para una especificidad deseada
(centro) y afinidad superior (abajo a la derecha).

En las realizaciones en las que el polipéptido de interés es una lg, tal como una IgL, IgH o ambas, el ligando puede
ser un polipéptido, producido por medios recombinantes u otros, que representa un antigeno. El ligando puede
unirse o enlazarse a un soporte soélido para facilitar la seleccion, por ejemplo, mediante la seleccion de células
activadas magnéticamente (MACS). En otro ejemplo, el ligando puede unirse o enlazarse a una etiqueta
fluorescente, para permitir la clasificacion de células activadas por fluorescencia (FACS). Los expertos en la técnica
aprecian que otros métodos de etiquetado y seleccion de células son conocidos y pueden usarse en este método.

Los métodos de la invencion pueden comprender adicionalmente la adicion de una molécula reguladora al cultivo, en
donde la molécula reguladora modula la unién del factor de fijacion al elemento regulador cis, modulando asi la
diversificacion de la region codificadora. En los ejemplos discutidos anteriormente, IPTG, tetraciclina y doxiciclina
sirven como moléculas reguladoras. Los expertos en la técnica son conscientes de otras moléculas reguladoras que
pueden usarse con un factor de fijacion particular para regular la actividad de diversificacion.

La molécula reguladora puede modular la diversificacion de la regién codificadora de una variedad de maneras. Por
ejemplo, en algunas realizaciones, la molécula reguladora se afiade al cultivo para efectuar la modulacién y la
modulaciéon puede resultar en la reduccién o detencion de la diversificacion, o en la mejora o aceleracion de la
diversificacion, dependiendo de si la molécula reguladora particular es una que aumenta o disminuye la unién del
factor de fijacion al elemento regulador cis y si este cambio particular en la unién tiene el efecto de aumentar o
disminuir la actividad de diversificacion. En otras realizaciones, la modulacion, ya sea reduccion, parada, mejora o
aceleracion de la modulacion, se efectua retirando o eliminando la molécula reguladora del cultivo. Del mismo modo,
la modulaciéon de la diversificacion puede efectuarse afadiendo un gen o eliminando un gen de la célula B, o
aumentando o disminuyendo la expresion de un gen en la célula B. Un experto en la técnica puede apreciar
facilmente todas las permutaciones disponibles expuestas anteriormente, cada una de las cuales tiene el efecto de
alterar el nivel o presencia de una molécula reguladora en la célula B y, a su vez, alterar la fijacion del factor de
diversificacion al elemento cis-regulador y alterando asi la actividad de diversificacion.

Usos adicionales de los métodos de la invencion incluyen hipermutacion inducible de dianas de genes de Ig en IgA.
La linea de células DT40 PoliLacO-A Lacl-HP1 (véase el Ejemplo 4 a continuacion) puede usarse para alterar la
secuencia de cualquier gen de Ig corriente abajo de la matriz pseudo-V de VA. La estructura genémica en los loci Ig
ha evolucionado para promover la mutagénesis de la region V, pero no la region constante de una molécula de Ig.

La alteracion de la secuencia del gen Ig en el contexto de un locus de Ig aprovecha eso para asegurar que el
producto de mutagénesis retiene una regiéon constante funcional. La facilidad de la sustitucion de genes en DT40
permite cambios Utiles en ese gen. Por ejemplo, el gen de pollo (regidn variable y constante) podria ser reemplazado
por un gen de anticuerpo humano (ya sea cadena pesada o liviana), para generar anticuerpos con aplicacion
terapéutica. Esto también se puede usar para generar anticuerpos terapéuticos para otras especies. Esto
proporcionara un sistema rapido para la mutagénesis de una uUnica cadena de un anticuerpo heterodimérico; o para
la cadena Unica de anticuerpos de cadena Unica.

Los usos de este enfoque incluyen: hipermutacion para generar clones de células B que producen Ig de alta
afinidad; hipermutacion para alterar la reactividad cruzada de anticuerpos, manteniendo al mismo tiempo el
reconocimiento de un epitopo especifico; hipermutacién para identificar secuencias de la regiéon V con alta afinidad
por compuestos especificos. Esto se puede hacer en un unico locus de Ig, o en ambos.

La hipermutacion inducible también puede realizarse en IgH. El locus IgH en DT40 es un sitio eficiente de
mutagénesis, al igual que IgA. Las lineas celulares derivadas, hechas por técnicas paralelas, permiten la
mutagénesis tanto en IgH como en IgA, o en cada alelo por separado. La insercion de PoliLacO en IgH, para crear el
derivado DT40 PoliLacO-A PoliLacO-H Lacl-HP1, permite la hipermutacién en ambos genes de cadena Hy L. La
adicién de IPTG al medio de cultivo libera algunos de los efectos inhibitorios que disminuyen los eventos con plantilla
y aumentan la hipermutacion no planificada. De este modo, variando la presencia y ausencia de IPTG, se puede
alternar entre mutagénesis templada y no planificada de los genes que codifican ambas cadenas de un anticuerpo.

Se puede hacer un derivado que combine la regulacion con IPTG de Lac Repressor (Lacl) en un alelo con
tetraciclina de la represion de Tet (TetR) en el otro alelo. Este derivado TetR permitira la regulacion independiente de
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la diversificacion en los alelos IgH e IgL; y utilizando diferentes mecanismos simultaneamente para regular la
diversificacion en el locus IgL e IgH.

La invencién también proporciona un vehiculo para la seleccién de receptores de células T. La inmunoterapia
basada en células T tiene un gran potencial (Blattman and Greenberg, 2004). La especificidad y afinidad del receptor
de células T se rige por los contactos CDR (Chlewicki et al., 2005). La seleccion inducible acelerada para la
especificidad o receptores de células T de alta afinidad puede llevarse a cabo en un vehiculo DT40 PoliLacO, que ha
sido modificado por sustitucion de receptores de células T (regiones V o genes enteros) para los loci Ig.

La produccion de Igs cataliticas es otro aspecto de la invencién. Los métodos relacionados con Ig de la invencion no
se limitan simplemente a la produccién de Ig para la unién y el reconocimiento, ya que la Ig diana también podria
usarse para la catalisis. Después del desarrollo de una molécula estable que imita el estado de transiciéon de una
reaccion enzimatica, las células DT40 PoliLacO-A Lacl-HP1 pueden usarse para desarrollar un anticuerpo que se
une y estabilice el estado de transicion quimica real. Después de identificar clones que producen una Ig capaz de
unirse al intermedio, el sistema puede usarse de nuevo para cribar la actividad catalitica de Igs sobre el sustrato real
en cultivo. Una vez que se ha demostrado cierta actividad en este sistema, la optimizacion de la actividad puede
proceder por una evolucion ulterior de los loci Ig a través de mutagénesis. Por lo tanto, la invencion no requiere
inmunizacién animal (un paso lento), inmortalizacién por tecnologia de hibridoma, y la ineficiencia de tener que cribar
hibridomas posteriormente para detectar anticuerpos que demuestran actividad catalitica.

La hipermutacion inducible de dianas génicas no Ig en IgA o IgH es otro aspecto de la invencion. La estructura
gendmica en los loci Ig ha evolucionado para promover la mutagénesis de 1-1.5 kb corriente abajo del promotor.
Este sistema puede ser aprovechado para mutar regiones cortas de genes. La seleccidon clonal basada en la
expresion de la proteina superficial puede incorporarse por fusion de la regiéon de interés a una porcion de un gen
que expresa elementos que median la expresion superficial. Ejemplos de elementos para la expresion superficial
incluyen una péptida sefial, un dominio transmembrana y una cola citoplasmica a partir de una proteina expresada
en la superficie de las células B (Chou et al., 1999; Liao et al., 2001).

La invencién también se puede utilizar para la produccion de matrices de reconocimiento. La capacidad de
desarrollar células que albergan receptores con afinidades para un amplio espectro de antigenos permite el
desarrollo de matrices de reconocimiento. La combinacion de esta tecnologia con las respuestas
intracelulares/senalizacion de la estimulacion del receptor en DT40 (como la medicién de Ca2+ por aequorina (Rider
et al., 2003) o el uso de la transcripcion de genes reportero) crearia un biosensor util. Clones diversificados se
manchan en arreglos o placas de 96 pozos, y se exponen a las muestras. Cada muestra produciria una "huella
digital" de estimulacién. Las matrices permitirian comparaciones cualitativas de muestras bioldgicas/médicas,
ambientales y quimicas. El analisis no necesita estar limitado al analisis de proteinas, como es el caso de las
técnicas comparativas como los geles 2D, ya que todas las formas de compuestos pueden tener propiedades
antigénicas. Ademas, las matrices conducirian a la identificaciéon de componentes sin conocimiento de su presencia
de antemano.

Kits
En un aspecto, se proporciona un kit que comprende

(a) una célula B modificada para inducir reversiblemente la diversificacién de un gen diana, comprendiendo la célula
B un elemento regulador cis ligado operativamente a un gen diana, en el que el gen diana comprende un promotor y
una region codificadora; y

(b) uno o mas recipientes; y

(c) uno o mas constructos de fusion almacenados en un contenedor de (b), en el que cada constructo de fusion es
expresable en la célula B y codifica un factor de fijacion fusionado a un factor de diversificacion, en el que el factor
de fijacion se une especificamente al elemento regulador cis de (a) y el factor de diversificacion induce
reversiblemente la diversificacion de la region codificadora.

Para uso en los métodos descritos en el presente documento descriptiva, los kits también estan dentro del alcance

de la invencion. Dichos kits pueden comprender un portador, envase o recipiente que esta compartimentado para
recibir uno o mas recipientes tales como viales, tubos y similares, cada uno de los recipientes que comprende uno
de los elementos separados (por ejemplo, células, constructos) para utilizar en el método.

Tipicamente, el kit comprende una célula B de la invencién y construcciones de fusién que expresan los
correspondientes factores de fijacion y diversificacion. Por ejemplo, la célula B comprende un elemento regulador cis
ligado operativamente a un gen diana, en el que el gen diana comprende un promotor y una regién codificadora. El
kit comprende ademas uno o mas recipientes, con una o mas construcciones de fusiéon almacenadas en los
recipientes. Cada constructo de fusién comprende un polinucleétido que puede expresarse en la célula B y que
codifica un factor de fijacion fusionado a un factor de diversificacion, en el que el factor de fijacion se une
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especificamente al elemento regulador cis de la célula B. La célula B puede incluir una pluralidad de elementos
reguladores cis para uso con una pluralidad de construcciones de fusion.

El kit de la invencién comprendera tipicamente el recipiente descrito anteriormente y uno o mas recipientes que
comprenden materiales deseables desde el punto de vista comercial y del usuario, incluyendo tampones, diluyentes,
filtros, agujas, jeringuillas e insertos de paquete con instrucciones de uso. Ademas, se puede proporcionar una
etiqueta en el recipiente para indicar que la composicién se usa para una aplicacién terapéutica o no terapéutica
especifica, y también puede indicar instrucciones de uso. Direcciones u otra informacion también se pueden incluir
en un inserto que se incluye con el kit.

Ejemplos

Los siguientes ejemplos se presentan para ilustrar la presente invencion y para ayudar a un experto en la fabricacion
y uso de la misma.

Ejemplo 1: Mutacién y direccionamiento en la linea de células DT40 B
Este ejemplo ilustra una realizacion de la invencion, preparada en dos etapas.

(1) DT40 PoliLacO-A. Primero se construyd este derivado de la linea de células B de pollo DT40 que contiene un
elemento genético que permite la regulacion en cis en el locus IgA. En DT40 PoliLacO-A, se inserta un operador de
lactosa polimerizado (LacO) justo corriente arriba de la matriz pseudo-VA en el lugar de la cadena liviana IgA. Esta es
una extension de un sistema desarrollado por Straight y Belmont, en el que PoliLacO consta de aproximadamente
80 repeticiones del sitio de unién LacO de 20 pb (Straight et al., 1996; Belmont, 2001). Hemos demostrado que esto
no afecta al proceso normal de mutagénesis plantilla. El constructo de DT40PoliLacO-A se describe en detalle en el
Ejemplo 2 siguiente.

LacO esta unido por un represor de la lactosa (Lacl) con una afinidad muy alta: <102 M. Este mecanismo regula la
expresion del operdn para el metabolismo de la lactosa en E. coli, y también puede usarse en una variedad de
contextos celulares. Hemos demostrado que Lacl se une a PoliLacO en DT40 PoliLacO-A, mediante la generacion
de transfectantes estables que expresan Lacl fusionado a la proteina fluorescente (GFP, RFP, YFP o CFP), y
mostrando por microscopia de inmunofluorescencia que la proteina atada puede ser visualizada como una sola
mancha en el nucleo de DT40 PoliLac que prolifera normalmente que expresa de manera estable GFP-Lacl, RFP-
Lacl, YFP-Lacl o CFP-Lacl.

IPTG es una molécula pequefia que causa la liberacién de Lacl de LacO, tanto in vitro como en células cultivadas. El
cultivo de DT40 PoliLacO-A GFP-Lacl con un IPTG de poco mas de 10 uM causa la liberacion de GFP-Lacl de
PoliLacO. El cultivo con IPTG no afecta a la proliferacion celular.

(2) DT40 PoliLacO-A Lacl-HP1. A continuacion construimos este derivado de DT40 PoliLacO-A, en el que se produce
un cambio a la hipermutacién somatica cuando Drosophila melanogaster HP1 (de L. Wallrath, Universidad de lowa),
un modificador de la estructura de la cromatina, esta atado a PoliLacO. El fijaciéon se consigui6 utilizando el par muy
bien caracterizado de cis y trans-reguladores, E. coli LacO/Lacl. EI HP1 es una proteina heterocromatina no histona
bien caracterizada que funciona en el silenciamiento génico heterocromatico y en la diseminacion de
heterocromatina, y en Lacl HP1 atado con Drosophila se ha demostrado que promueve una estructura de cromatina
cerrada y la inactivacion de genes informadores vecinos a una repeticion laco (Li et al., 2003; Danzer and Wallrath,
2004). Hemos demostrado que sujetar HP1 causa una transicion de las secuencias de donante de un abierto a no
estado de permiso, medida por ChIP; y causé VA a sufrir mutagénesis por hipermutacion somatica en lugar de la
conversion génica. Esto es funcionalmente equivalente a la eliminacion de la matriz pseudo-VA, que se ha
demostrado que causa un cambio de mutagénesis plantilla a hipermutacién somatica (Arakawa et al., 2004). La
caracterizacion adicional de DT40 PoliLacO-A Lacl-HP1 se documenta en el Ejemplo 4 siguiente.

(3) DT40 PoliLacO-A VP16-Lacl. Seguidamente utilizamos el plasmido de expresion p3'ss-EGFP-VP16 (de A.
Belmont, Universidad de lllinois) para unir VP16-Lacl a PoliLacO. VP16 es un fuerte activador de la transcripcion, y
se ha demostrado que reclutar complejos de histona acetiltransferasa (Tumbar et al., 1999). Hemos demostrado que
la fijacion de VP16 cred una estructura mas permisiva de la cromatina, medida por ChlP; y caus6 VA para someterse
a mutagénesis por una estimulacion de la conversion génica sobre los niveles de tipo salvaje.

Ejemplo 2: Aceleracién de la mutagénesis mediante fijacion de genes al poro nuclear

Descubrimos que la diversificacion de los genes de la inmunoglobulina se mueve dentro del nucleo en el transcurso
del ciclo celular, que este movimiento se correlaciona con los pasos de la ruta de diversificacion y que la
diversificacion se inicia en la periferia nuclear. La desaminasa inducida por activacion (AID), la enzima que inicia la
diversificacion, lleva una sefial de exportacion nuclear y es transportada constantemente fuera del nucleo a través
del poro nuclear, por lo que sus concentraciones pueden ser mas altas en la periferia del nucleo. Esto sugirié que
podria ser posible acelerar la diversificacion al aumentar la proximidad genética al poro nuclear. Hemos demostrado
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que este es el caso mediante el uso de una fusion de la proteina de poro nuclear, Nup153, Lac repressor (Lacl) para
atar el locus IgH en DT40PoliLacO al poro nuclear. Se encontré que esto acelerd la tasa de diversificacion clonal 5.7
veces. Los experimentos de control mostraron que el sujetar a PoliLacO era critico para la aceleracion de la
mutagénesis. Este método es general y depende de la sefial de exportacion nuclear de AID y localizacion de genes
para promover la mutagénesis de una diana. Por lo tanto, este método puede ampliarse para promover la
mutagénesis de genes no Ig en células B, sujetandolos al poro; y se amplia adicionalmente para promover la
mutagénesis de genes en células no B, expresando AID en esas células.

Ejemplo 3: E2A actua en cis en la fase G1 del ciclo celular para promover la diversificacion del gen Ig

Este ejemplo describe la regulacion dependiente del ciclo celular de la diversificacion del gen Ig en el nucleo. Los
genes Ig reorganizados experimentan diversificacion en secuencia y estructura iniciada por la desaminase de ADN,
AID. Los genes Ig deben ser transcritos para que se produzca la diversificacion, pero no se ha establecido si hay
requisitos adicionales para la activacion cis. Este ejemplo muestra, por transferencia de cromatina, que el factor
regulador E2A se asocia con el gen de IgAR reordenado en la linea de células DT40 B de pollo, que lleva a cabo la
diversificacion constitutiva de genes de Ig. Mediante la obtencion directa de imagenes de un derivado de DT40 en el
que el operador de lactosa polimerizado marca el gen AR reordenado, mostramos que las colocalizaciones de
AR/E2A son mas prominentes en la fase G1 del ciclo celular. Demostramos ademas que la expresion del antagonista
de E2A 1d1 previene las colocalizacién de AR/E2A en la fase G1 e impide la diversificacién pero no la transcripcion
de AR (a continuacion, el gen IgAR se denomina a veces IgA o A). Por lo tanto, E2A actla en cis para promover la
diversificacion de genes Ig, y la fase G1 es la ventana critica para la accion E2A.

Los cambios regulados en la secuencia gendmica y la estructura que tienen lugar en los loci de Ig reflejan tanto el
direccionamiento al ADN del dafio a estos genes como el escape de la reparacion fiel. La hipermutacion somatica, la
recombinacién de conmutacion de clase y la conversion genética son iniciadas por la enzima especifica de células
B, la desaminasa inducida por activacion (AID) (5-8). La AID desamina la citosina en uracilo, con clara preferencia
por el ADN monocatenario (9-11). La transcripcion es un requisito previo para la diversificacion, que puede reflejar la
preferencia de la AID para sustratos monocatenarios. El uracilo en el ADN es una lesién comun, que puede ser
reparada fielmente por vias altamente conservadas y eficientes (12). Sin embargo, los loci |g pueden escapar de la
reparacion fiel y someterse a la reparacion por vias propensas a error (13).

E2A, un miembro de la familia E de las proteinas bHLH, es un regulador critico de muchos aspectos del desarrollo
de linfocitos (14-17). Las proteinas E dimerizan para unirse al motivo de la caja E, CANNTG, y su funcion es
antagonizada por las proteinas Id, que se heterodimerizan con las proteinas E para prevenir la unién al ADN. E2A es
inducida en células B murinas activadas, donde regula la recombinaciéon por conmutacion de clase (18), asi como la
expresion del gen que codifica AID (19). En las células B de pollo, la inactivacién del gen E2A perjudica la
diversificacion del gen IgA pero no la transcripcion (20, 21); mientras que, a la inversa, la expresion ectépica de E47
(una de dos isoformas funcionalmente equivalentes codificadas por E2A) promueve la diversificacion del gen de IgA,
pero no afecta los niveles de transcripcion de IgA (22).

La posibilidad de que E2A pudiera regular la diversificacion del gen Ig mediante la unién a sitios en cis se sugirid
primero por la evidencia de que las cajas E multimerizadas estimulan la hipermutacion pero no la transcripcion de un
transgén de Ig en ratones (23). Esta posibilidad ha sido apoyada por la demostracion de que las cajas E
multimerizadas pueden promover la diversificacion de genes Ig pero no la transcripciéon en las células B de pollo
(24). Sin embargo, la resolucion clara de la cuestion de si E2A actua directamente en los genes Ig para promover la
diversificacion ha sido dificil, por varias razones. E-cajas funcionan como sitios para la regulacion E2A-dependiente
s6lo en contextos especificos, por lo que la presencia de una Caja E no garantiza la funcion E2A en un sitio; el
consenso suelto y la aparicion frecuente de motivos E de Caja impide el analisis mutacional de cada sitio individual;
y en algunos loci E2A es reclutado por proteina-proteina en lugar de interaccién proteina-ADN, por lo que una Caja
Eno es siempre requisito previo para la regulacion E2A-dependiente (25).

Se ha establecido ahora que E2A actua en cis en los genes Ig para promover la diversificacion, en experimentos que
aprovechan los derivados de la linea de células B de pollo de diversificacion constitutivamente, DT40, en la que el
alelo de IgA reordenado estd marcado con el operador de lactosa polimerizada (DT40 PoliLacO-AR). Por
transferencia de cromatina (ChlP), mostramos que E2A se asocia con el alelo de IgA reordenado pero no sin
reordenar en la linea parental, DT40. Este ejemplo demuestra que, en células PoliLacO-AR de DT40, la
diversificacion se acelera tras la expresion de una proteina de fusion E47-Lacl, que efectivamente enlaza E47 a AR;
y que el efecto estimulador de la expresion de E47-Lacl no es evidente en células cultivadas con IPTG, por lo que la
union en cis es necesaria para promover la diversificacion. Mediante la obtencion de imagenes directas del gen AR
reordenado en células DT40 PoliLacO-AR GFP-Lacl, se muestra que las colocalizacion de AR/E2A predominan en la
fase G1; y que la expresion del antagonista de E2A, 1d1, dificulta la diversificacion y disminuye las colocalizacion de
AR/E2A especificamente en la fase G1, pero no afecta a los niveles de transcripcion A o la localizacion de AR a las
fabricas de transcripcion activas. Estos resultados muestran que E2A actua en cis en la fase G1 para promover la
diversificacion de genes Ig.
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Materiales y métodos
Cultivo celular, transfeccion, ensayo de pérdida de sIgM y analisis del ciclo celular

La linea de linfoma de bursal de pollo DT40 y su derivado DT40 PoliLacO-AR se mantuvieron y transfectaron como
se describe (26, 27). El constructo de expresion de E47-Lacl se generd por subclonacion de ADNc E47 a partir del
plasmido S003 E47 (28) (proporcionado por Cornelis Murre, Universidad de California, San Diego, California) en el
plasmido p3'SS-GFP-Lacl (proporcionado por Andrew Belmont, Universidad de lllinois, Urbana, lllinois). El
constructo de expresion Id1 (29) fue proporcionado por Barbara Christy (Universidad de Texas, San Antonio, Texas).
El ensayo de pérdida de slgM se llevo a cabo como se describe (26, 30), y los resultados se compararon utilizando
la prueba U de Mann-Whitney con el paquete de software R %http://www.r-project.org). Para los perfiles de ciclo
celular basados en el contenido de ADN, se suspendieron 1 x 10° células que crecen exponencialmente en Triton X-
100 al 0.1%, se trataron con 200 pg/ml de RNasa A y 50 pg/ml de yoduro de propidio y se analizaron como se
describe (26).

Analisis de ChIP

Se prepar6 cromatina y se inmunoprecipité como se describe (27, 31, 32); usando anticuerpo anti-E2A (ab11176;
Abcam) o IgG de control. Se realizé PCR semicuantitativa con ADN polimerasa Taq de FastStart (Roche), utilizando
cebadores previamente descritos para VAr y VAy (27); y los cebadores 5-ATTGCGCATTGTTATCCACA-3' (SEQ ID
NO: 1) y 5-TAAGCCCTGCCAGTTCTCAT-3' (SEQ ID NO: 2) para la ovoalbdmina (Ova). Los productos de PCR se
cuantificaron con el software Image-Quant (Amersham). El enriquecimiento se calculé como la relacion del amplicén
de interés al amplicon de Ova, normalizado a la relacién de IgG de control, por ejemplo: Enriquecimiento VAg = (anti-
E2A [VAr/Ova])/(IgG[VAr/Oval).

RT-PCR y transferencia Western

Para los ensayos de RT-PCR, la AID y la b-actina se amplificaron con cebadores como se describe (7); y transcritos
de Igh con los cebadores 5-GTCAGCAAACCCAGGAGAAAC-3' (SEQ ID NO: 3) y b5-
AATCCACAGTCACTGGGCTG-3' (SEQ ID NO: 4). Para la transferencia Western, se resolvieron lisados de células
enteras (50 ug) de DT40 PoliLacO-AR RFP-Lacl y DT40 PoliLacO-AR RFPLacl Id1, y se detectd la proteina Id1 con
anticuerpo anti-ld1 (JC-FL, Santa Cruz) usando FluorChem HD2 (Alpha Innotech).

Microscopia de fluorescencia y analisis de imagenes

Para la imagen de PoliLacO, se transfectaron células de PoliLacO-IR DT40 con el constructo de expresion de GFP-
Lacl, p3'SSGFP-Lacl (de Andrew Belmont, Universidad de lllinois, Urbana, lllinois), que codifica Lacl disefiado para
contener sefales de localizacién nuclear SV40 y que carece de una secuencia necesaria para la formacion del
tetramero (33); o su derivado, RFP-Lacl, en el que GFP se sustituyé por RFP (DsRed-monémero, Clontech). Para la
inmunotincion, se depositaron células (~3X10°) sobre placas de vidrio utilizando Cytospin3 (800 rpm, 4 min.,
Shandon), se fijaron con paraformaldehido al 2% durante 20 minutos y se tifieron como se describié anteriormente
(26). Los anticuerpos primarios utilizados fueron: anti-E2A (ab11176, 1:200; Abcam); Dominio anti-Pol Il C-terminal
fosforilado en Ser5 (ab5131, 1:500; Abcam). Alexa Fluor 488- o 594-conjugado anti-lgG (Molecular Probes) se utilizé
como anticuerpos secundarios. Las imagenes fluorescentes se adquirieron utilizando el sistema de microscopia
DeltaVision (Applied Precision) y se procesaron y analizaron con SoftWoRx (Applied Precision) e Imaris softwares
(Bitplane). Las sefales fluorescentes a veces eran parcial en vez de completamente superpuestas, lo que puede
reflejar la considerable distancia (~17 kb) entre el PoliLacO-tag y la region VA; Ambas configuraciones se puntuaron
como colocalizacién. La fraccion de colocalizacién se analizé con la prueba x2 de Pearson. Los radios nucleares se
calcularon como el promedio de al menos dos mediciones independientes de diametro, divididas por dos. La
dependencia del ciclo celular del ciclo celular se determiné independientemente para cada linea celular y resultd ser
relativamente invariable. Los valores estandar utilizados para correlacionar el radio nuclear con el ciclo celular
fueron: G1, r <4 uym; G2, r =2 5.2 uym.

Resultados
E2A se asocia con el gen de IgA reordenado pero no sin reordenar

A pesar de la considerable evidencia de la importancia de E2A en la diversificacion de genes de Ig, no se ha
demostrado que este factor se asocie directamente con los genes Ig. Para probar la asociacion de E2A con IgA, se
utilizaron anticuerpos anti-E2A para inmunoprecipitar la cromatina de la linea de células DT40 B de pollo. Esta linea
se derivd de un linfoma bursal y lleva a cabo la diversificacion constitutiva de ambos genes Ig cadena pesada y
liviana por la conversion de genes. Una busqueda en el locus de la cadena liviana de pollo A de 11 kb identificd mas
de 50 coincidencias con el consenso E2A, CANNTG: 17 en la region entre VA y wVA1, el mas proximal de los
pseudogenes corriente arriba; 2 en la region de union a la matriz (MAR) en el intrén J-C; y 6 en el potenciador 3'. En
las células DT40 B, el alelo funcional ha sufrido la recombinacion VJ temprano en el desarrollo de células B, que
elimina una region de 1.8 kb para unirse a los segmentos V y J, mientras que el alelo A inactivo no esta reorganizado
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(Figura 4A), permitiendo a los dos alelos se puedan distinguir facilmente por PCR. Tras la transferencia de la
cromatina (ChlIP), la recuperacion de los alelos A reordenados y no reordenados se ensayo en relacion con un gen
de control, la ovoalbumina. Esto demostré que E2A fue 17.6 veces enriquecido en el alelo VAR reordenado, pero no
enriquecido en el alelo VAU no reordenado (Figura 4B). Por lo tanto, E2A se asocia directamente con el alelo VAR
reordenado.

E2A actua en cis para regular la diversificacion de IgA

Para indagar si E2A debe unirse en cis para promover la diversificacion, aprovechamos un derivado de DT40, DT40
PoliLacO-AR, en el que se ha insertado operador de lactosa polimerizada en el wVA. (Figura 5A), permitiendo que los
factores expresados como fusiones con el represor de lactosa (Lacl) se ataron al alelo AR reordenado y se liberaron
por cultivo con IPTG (27). La distribucion del ciclo celular y las tasas clonales de conversién de genes Ig fueron
comparables en DT40 PoliLacO-AR y de tipo salvaje DT40 (Figura 5B, C). Las células DT40 PoliLacO-AR se
transfectaron establemente con un plasmido que expresaba la isoforma E47 de E2A fusionada a Lacl (E47-Lacl), o
un plasmido control que expresaba proteina fluorescente verde fusionada a Lacl (GFP-Lacl). La distribucién del ciclo
celular fue comparable en los transfectantes GFP-Lacl y E47-Lacl, aunque los cultivos de esta ultima linea contenian
algunas células sub-G1 (apoptéticas) (Figura 5D). Los niveles de transcritos IgA no se alteraron en los transfectantes
E47-Lacl (Figura 5E), confirmando los resultados publicados que muestran que E2A no regula la expresién génica Ig
en células B de pollo (21, 22). Los niveles de transcripciones de AID fueron aproximadamente tres veces mayores
en los transfectantes de E47-Lacl (Figura 5E). Un aumento similar en la expresion de la AID en respuesta a la
expresion ectopica de E47 ha sido observado por otros (22).

Para indagar si E2A regula la diversificacion directamente, a través de la unién a IgA, cultivamos E47-Lacl
independientes (n=19) o GFP-Lacl (n=13) transfectantes en presencia y ausencia de IPTG, y determind las tasas de
diversificacion clonal utilizando el slgM ensayo de fluctuacion de pérdidas (26, 27, 30). Este ensayo registra la
inactivacion de mutaciones independientemente de si se producen por conversidon génica, mutacion puntual,
supresion o insercion, y por lo tanto cuantifica los eventos iniciadores independientemente del resultado de la
mutagénesis. Este analisis mostré que la tasa clonal de diversificacion era 4.5 veces mayor en los transfectantes de
E47-Lacl en relacion con los controles GFP-Lacl (P=0.019, prueba U de Mann-Whitney, Figura 5F). Por otra parte, el
cultivo con IPTG, que libera E47-Lacl de PoliLacO, causé tasas de diversificacion para volver casi a los niveles de
fondo en DT40 PoliLacO-AR E47-Lacl células, pero no tuvo efecto sobre GFP-Lacl controles (Figura 5F). Asi, E47-
Lacl promueve la diversificacion actuando en cis.

E2A localiza a IgAR en la fase G1 del ciclo celular

En las células B humanas, la reticulacion del receptor en la fase G1 del ciclo celular puede iniciar la hipermutacion
somatica, produciendo mutaciones identificables dentro de 90 minutos (34). Por lo tanto, fue de interés para
determinar la etapa de ciclo celular en la que E2A actda en IgA. El gen AR reordenado y diversificado se puede
representar facilmente como un punto brillante en células PoliLacO-AR de DT40 que expresan GFP-Lacl (27). Sin
embargo, cuando las células se tifieron con Hoechst 33342 y se clasificaron por contenido de ADN para enriquecer
las células en la etapa G1, S o G2/M, la fraccién de células que mostraba una sefal fluorescente clara del gen
marcado disminuy6 del 90-95% rutinariamente observado en las células no clasificadas a aproximadamente el 45%.
Como tal una pérdida en la sefial podria sesgar los resultados, por lo tanto, determinada etapa del ciclo celular por
un enfoque diferente. El analisis de las células manchadas y clasificadas por Hoechst 33342 mostré que el tamafio
nuclear era significativamente menor en la fase G1 que en las células de la fase G2/M (por ejemplo, la Figura 6A).
Por lo tanto, preguntamos si el radio nuclear (r) podria utilizarse para establecer la etapa del ciclo celular, midiendo
los radios nucleares de las células G1 (n=55) y las células G2 (n=55) de una poblacién DT40 PoliLacO-AR
exponencialmente creciente se habia tefiido con Hoechst 33342 y se clasificd basandose en el contenido de ADN.
Los radios nucleares medios de las células G1 fueron 3.8 + 0.3 ym; y de células G2, 5.4 + 0.5 uym (Figura 6B). La
comparacion de las relaciones de las células G1:S:G2 determinadas por el radio nuclear (3: 6: 1) y la tincién (2.7:
5.5:1.7) validaron adicionalmente este enfoque. Asi, las células G1 se identificaron experimentalmente como r <4
pm; y células G2, r> 5.2 ym.

Las colocalizaciones de AR/E2A se identificaron facilmente mediante analisis microscopico de desconvolucion de
células PoliLacO-AR GFP-Lacl de DT40 tefiidas con anticuerpos anti-E2A (por ejemplo, la Figura 7A). Las
colocalizacién de AR/E2A fueron evidentes en el 26% de las células asincronas (n=227). El andlisis de la distribucion
del ciclo celular de colocalizaciones mostré que el 45% de colocalizaciones de AR/E2A ocurrieron en fase G1, 38%
en fase Sy 17% en células en fase G2 (Figura 7B). Por lo tanto, hubo un exceso aparente de colocalizaciones de
AR/E2A en la fase G1 (45%) con respecto a la fraccion (25%) de las células en fase G1 (P <0.0001, prueba x2).

También se determind la dependencia del ciclo celular de la transcripciéon AR, identificando las fabricas de
transcripcién activa mediante tincion con anticuerpo a Ser5 fosforilado en el dominio C-terminal de la ARN
polimerasa Il (P*-Pol II), una modificacion caracteristica de las moléculas de Pol Il alargadas (35). En las
poblaciones de células asincronas de las células DT40 PoliLacO-AR RFP-Lacl, se pudieron identificar numerosas
fabricas de transcripcion activa a lo largo del nucleo, y se observaron colocalizaciones de AR/P*-Pol Il en el 19% de
las células (n=392); Figura 7C). Analisis de la distribucion del ciclo celular de AR/P*-Pol Il colocalizaciones mostraron
que el 21% de colocalizaciones se produjeron en la fase G1, 58% en la fase S; y 21% en células de fase G2 (Figura
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7D). Esto es comparable con la distribucion del ciclo celular. Por lo tanto, AR se transcribe a lo largo del ciclo celular,
pero AR/E2A colocalizaciones predomina en la fase G1.

La expresion de Id1 inhibe la diversificacion de genes Ig y colocalizaciones de AR/E2A en la fase G1.

Para indagar si las colocalizaciones de AR/E2A en fase G1 son criticas para la diversificacion, determinamos el
efecto de la expresion de Id en estas colocalizaciones. Id antagoniza E2A, y la expresion en células DT40 B de I1d1 o
Id3 se ha demostrado anteriormente para disminuir la diversificacion de genes Ig (22). Hemos generado estable
DT40 PoliLacO-AR RFP-Lacl Id1 transfectantes, confirmé la expresion de Id1 por transferencia Western (Figura 8A),
y mostré que la expresion de Id1 no alter6 el perfil del ciclo celular (Figura 8B). Verificamos que la expresion de Id1
disminuyo la tasa clonal de diversificacion de genes de Ig (P <0.001, prueba de Mann Whitney U, Figura 8C); pero
no afecté a los niveles de IgA o las transcripciones de AID (Figura 8D). Comparamos entonces colocalizaciones de
AR/E2A en el derivado que expresa Id1 y en la linea parental, mediante tincion con anticuerpos anti-E2A. Las
colocalizaciones de AR/E2A fueron evidentes en el 13% de las células DT40 PoliLacO-AR RFP-Lacl Id1 asincronas
(n=90), en comparacion con el 26% de las células RFP-Lacl de PoliLacO-AR de DT40 (P = 0.0030, prueba de x2).

Para determinar si la expresion de Id1 afectd colocalizaciones en una etapa especifica del ciclo celular, las
colocalizaciones de AR/E2A en los transfectantes Id1 se cuantificaron con respecto al radio nuclear y al ciclo celular.
Esto mostré que, en células DT40 PoliLacO-AR RFP-Lacl I1d1, el 10% de colocalizaciones ocurrieron en la fase G1;
58% en la fase S; y 32% en células de fase G2 (Figura 8E). Por lo tanto, la expresion de Id1 caus6 una disminucion
significativa en la fraccion de colocalizaciones de AR/E2A en la fase G1, del 45% en la linea parental al 10% en los
transfectantes I1d1 (P <0.0001, prueba x2; Figura 8E) y el 90% de colocalizaciones de AR/E2A en los transfectantes
Id1 se produjeron después de la fase G1 del ciclo celular. Tomado junto con una diversificacion disminuida evidente
en los transfectantes Id1, esto demuestra que la fase G1 es la ventana critica en la que E2A promueve la
diversificacion.

Las colocalizaciones de AR/P*-Pol Il se identificaron en 18% de las células DT40 PoliLacO-AR RFP-Lacl Id1 tefiidas
con anticuerpos para las fabricas de transcripcion activas (n=290), comparables a la linea parental (19%, P=0.80, X2
test; Figura 7D). El perfil del ciclo celular de las colocalizaciones de AR/P*-Pol Il fue también comparable en los
transfectantes 1d1 y en la linea parental (Figura 8F). La ausencia de efecto de La expresion de Id1 en AR/P*-Pol I
colocalizaciones es coherente con los niveles de transcripcion de IgA no disminuidos en DT40 PoliLacO-AR RFP-
Lacl Id1 transfectantes (Figura 8D). Por lo tanto, La expresion de Id1 afecta a la distribucion del ciclo celular de
colocalizaciones de AR con E2A, pero no con P*-Pol Il

Discusion

Estos resultados muestran que E2A debe actuar en cis para promover la diversificacion de genes de Ig y que la fase
G1 es la ventana critica en la que E2A funciona en este proceso. Los experimentos han examinado A genes
etiqguetados con PoliLacO y imagenes por la uniéon a GFP-Lacl o RFP-Lacl. Esto proporciona un poderoso enfoque
para estudiar la diversificacion genética. El locus marcado es visible en >90% de las células fijas, lo que permite el
analisis de colocalizaciones con factores que intervienen en la diversificacion. La capacidad de fijar los reguladores
potenciales y su liberacion por cultivo con IPTG permite estudiar los efectos de un factor en el locus IgA
independiente de sus otros objetivos. Esto es especialmente Util para un factor como E2A, que funciona en la parte
superior de una gran y compleja jerarquia reguladora (36).

Los resultados establecen que E2A regula directamente la diversificacion del gen Ig por asociacion fisica con los loci
Ig. La ChIP proporciond evidencia clara de asociacion de E2A con el alelo AR reordenado en células B de DT40. El
hecho de que E2A debe funcionar en cis se establecié mostrando que la aceleracion en la diversificacion resultante
de la union de E2A (fusion E47-Lacl) con el alelo IgA en células PoliLacO-AR de DT40 no fue evidente en células
cultivadas con IPTG, que libera Lacl de LacO.

E2A es mas conocido como un regulador transcripcional, pero la funcién E2A en la diversificacion no refleja la
activacion transcripcional a IgA, ya que los niveles de transcritos IgA no se alteraron por la expresion ectopica de
E47. Esto confirma los resultados de otros que han examinado los efectos de E2A en la diversificacion en pollo y
células B murinas (20, 22, 23). Ademas, colocalizaciones de AR con E2A, que son mas prominentes en la fase G1,
distinta de la distribucién del ciclo celular de AR a fabricas de transcripcién activa, que es comparable a la
distribucion del ciclo celular, lo que sugiere que AR se transcribe a lo largo del ciclo celular. La independencia de la
funcién de E2A en la diversificacion y la transcripcion es apoyada por los efectos contrastantes de la expresion 1d1
en colocalizaciones de la AR reordenada con E2A y fabricas de transcripcion activa. La expresion de 1d1 disminuyé
la diversificacion, y también disminuyd las colocalizaciones de AR con E2A. Por el contrario, la expresion Id1 no
afectdé el nimero o la distribucion del ciclo celular de localizaciéon de AR a las fabricas de transcripcion activa. Que
E2A no esté obligado a reclutar AR a las fabricas de transcripcion es coherente con la ausencia de efecto de la
expresion de Id1 en la transcripcion de IgA.

E2A regula la expresion de la AID, y esto indirectamente estimula la diversificacion del gen Ig. Se demostré que el
gen AID era un objetivo de regulacién transcripcional por E2A en células B murinas (19); y nosotros y otros (22)
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hemos demostrado que la expresion ectépica de E2A aumenta los niveles de transcripcion de AID en células B de
pollo DT40. Esto puede contribuir o explicar la moderada aceleracién en la diversificacién evidente en las células
cultivadas con IPTG DT40 PoliLacO-AR E47-Lacl. Aunque se ha informado que la ablacion de E2A no disminuye los
niveles de transcripcion de AID en las células B de pollo (21), los factores redundantes con E2A podrian asegurar un
nivel minimo de expresion de AID en ausencia de E2A.

Los resultados identifican la fase G1 como la ventana critica en la que E2A funciona en IgA. Se observé un exceso
de colocalizaciones de AR/E2A en la fase G1, en relacién con otras etapas del ciclo celular; y mostré6 que La
expresion de Id1 especificamente disminuye colocalizaciones en G1 fase, y disminuye la tasa de diversificacion. Las
proteinas Id heterodimerizan con proteinas E para inhibir ADN vinculante (14]. Que las colocalizaciones durante G1
fueron afectadas especificamente por la expresion Id1 puede ser indicativo de distintos modos de asociacion E2A
con IgA durante el ciclo celular. En las fases S y G2, E2A puede ser reclutado a través de interacciones con otras
proteinas, en lugar de la union directa al ADN.

Otras lineas de evidencia apoyan la opinién de que la diversificacion se inicia en la fase G1. La hipermutacion
somatica en la linea celular BL2 humana puede ser inducida por la estimulacion in vitro que tiene lugar sélo durante
la fase G1, y las mutaciones puntuales se vuelven evidentes a los 90 minutos de la estimulacién, cuando las células
estan todavia en G1 (34). En las células B murinas activadas para la recombinaciéon de conmutadores de clase, las
colocalizaciones de IgH con NBS1 o y-H2AX, participantes en la ruta de recombinaciéon de conmutacion, son
prominentes en la fase G1 (37); y las rupturas de ADN en las regiones S se pueden detectar en la fase G1 (38). Las
rupturas de ADN también se han identificado en etapas posteriores del ciclo celular en las lineas de células B
humanas hipermutantes (39), pero estas demostraron ser independientes de AID (40).

E2A puede funcionar en la fase G1 para preparar un locus para eventos que ocurren mas tarde en el ciclo celular, o
incluso durante un ciclo celular subsiguiente. E2A ha sido implicado recientemente en el mantenimiento de la
acetilacion de la histona H4 (21), y es posible que E2A funcione para establecer un ambiente local de la cromatina
favorable al ataque por AID o la diversificacion efectiva en las células hijas.
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Ejemplo 4: La estructura de la cromatina regula la conversion génica

Este ejemplo ilustra como la estructura de la cromatina contribuye al uso de secuencias homoélogas como donantes
para la reparacion utilizando la linea de células B de pollo DT40 como modelo. En DT40, los genes de la
inmunoglobulina se someten a la diversificacion de secuencias reguladas mediante la conversion génica planificada
por donantes de pseudogenes. Hemos encontrado que la matriz de pseudogenes VA se caracteriza por
modificaciones histonas asociadas con la cromatina activa. Hemos demostrado directamente la importancia de la
estructura de la cromatina para la conversidon génica, utilizando un sistema experimental regulable en el que la
proteina heterocromatina, HP1, expresada como una fusién al represor Lac, esta atada a los operadores de lactosa
polimerizados integrados en la matriz donadora pseudo-VA. El HP1 atado disminuyé la acetilacion de las histonas
dentro de la matriz pseudo-VA, y alter6 el resultado de la diversificacion VA, de modo que predominaban las
mutaciones no planificadas en lugar de las mutaciones con plantilla. Asi, la estructura de la cromatina regula la
reparacion dirigida por homologia. Estos resultados sugieren que las modificaciones de las histonas pueden
contribuir al mantenimiento de la estabilidad gendmica evitando la recombinacién entre secuencias repetitivas.

Este ejemplo usa las siguientes abreviaturas: AcH3, histona H3 acetilada; AcH4, histona H4 acetilada; AID,
deaminasa inducida por activacién; DSB, ruptura de doble filamento; GFP, proteina fluorescente verde; Ig,
inmunoglobulina; MRN, MRE11/RAD50/NBS1; NHEJ, no-homdlogos de unién final; V, variable; UNG, Uracil DNA

glicosilasa; AP, abasico; PoliLacO, operador de lactosa polimerizada; ChIP, transferencia de cromatina; Ova,
ovoalbumina; LOH, pérdida de heterozigosidad.
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Materiales y métodos

Transferencia de cromatina (ChIP). La ChlIP se llevé a cabo como se ha descrito anteriormente [48, 89]. Para todos
los experimentos se analizaron al menos dos preparaciones de cromatina de al menos dos lineas transfectadas de
forma estable independiente. Las figuras presentan un experimento representativo en el cual los resultados del
analisis de cuatro amplificaciones separadas se usaron para calcular una desviacién estandar. Se llevaron a cabo
cuatro amplificaciones separadas de diluciones en serie de ADN plantilla, para establecer que las intensidades de
producto medidas estaban dentro del intervalo lineal. El enriquecimiento del amplicon experimental se normalizé al
enriquecimiento de un amplicdn de control interno del gen de la ovoalbdmina (Ova), amplificado en el mismo tubo
por PCR duplex; y el enriquecimiento en ChIP con anticuerpos especificos se normalizé a experimentos paralelos en
los que se llevé a cabo la ChIP con controles de ADN de entrada total. La inclusion del amplicén de control interno
de Ova nos permiti6 normalizar para la eficiencia IP, el trasvase de fondo y las diferencias en la carga de gel.
Enriquecimiento = [(WVNOva)AbJ/[(¢VNOva)Entrada]. Como control adicional, se compard la relacion de los
amplicones experimentales y de control en el control de entrada total con una ChIP de control con IgG poliespecifica;
en todos los casos, el enriquecimiento en la entrada y los controles de IgG eran esencialmente iguales. Los datos se
presentan para experimentos representativos; las desviaciones estandar se calcularon a partir de cuatro
amplificaciones separadas de diluciones en serie de ADN plantilla.

Los anticuerpos utilizados fueron: anti-AcH3 (06-599), anti-AcH4 (06-866), y H3 (K4) dimetilado (07-030) de Upstate
(Lake Placid, NY). Los cebadores de PCR para ChlIP fueron:

VAR: 5-GCCGTCACTGATTGCCGTTTTCTCCCCTC-3' y 5-CGAGACGAGGTCAGCGACTCACCTAGGAC-3’; region
entre WVAM y VA 5-CTGTGGCCTGTCAGTGCTTA-3 y 5-GCAGGGAACCACAAGAACAT-3; wVA: 5-
GGGACTTGTGTCACCAGGAT-3' y 5-CGCAGTCACATGTGGAATATC-3’; wVA5: 5- GAGCCCCATTTTCTCTCCTC-
3 y 5-GAGATGTGCAGCAACAAGGA-3; WVA13: 5-CCCTCTCCCTATGCAGGTTC-3’ y 5-
CCCCTATCACCATACCAGGA-3’; wVA18: 5-CCATTTTCTCCCCTCTCTCC-3' y 5-TCACCCTACAGCTTCAGTGC-
3 WwVA24:  5-CCATTTTCTCCCCTCTCTCC-3 'y 5-CAGCCCATCACTCCCTCTTA-3; wVA25: 5-
TCTGTTGGTTTCAGCACAGC-3' y 5-GCAGTTCTGTGGGATGAGGT-3; wVA flanco corriente arriba: 5'-
GGCTCCTGTAGCTGATCCTG-3' y 5-GTTCTTTGCTCTTCGGTTGC-3’; wVA17 en el alelo dirigido a PoliLacO: 5'-
TAGATAGGGATAACAGGGTAATAGC-3 y 5-AGGGCTGTACCTCAGTTTCAC-3’; OVA: 5-
ATTGCGCATTGTTATCCACA-3 y 5-TAAGCCCTGCCAGTTCTCAT-3’; Pol £: 5-GGGCTGGCTCATCAACAT-3'y 5-
CTGGGTGGCCACATAGAAGT-3' (SEQ ID NOS: 5-28, respectivamente).

Constructos, transfeccion y cultivo celular. El plasmido de expresion de Lacl-HP1 se creo sustituyendo Lacl-HP1a de
un constructo proporcionado por L. Wallrath (Universidad de lowa, lowa City) para AID en pAlDPuro (de H. Arakawa,
Munich, Alemania), para situar Lacl-HP1 corriente abajo del promotor B-actina de pollo. El plasmido de expresion
GFP-Lacl (p3'ss-EGFP-Lacl) fue proporcionado por A. Belmont (Universidad de lllinois, Urbana). El cultivo celular y
la transfeccion se llevaron a cabo como se describe previamente [47]. DT40 PoliLacO-Ar se generd por orientacion
génica homodloga, utilizando un constructo que lleva aproximadamente 3.8 kb de operador de lactosa polimerizada
(PoliLacO) flanqueada por brazos disefiados para dirigirse a la region entre wVA17-wVA20, 17 kb corriente arriba de
la VAr transcrita. En resumen, los integrantes homaologos fueron identificados por PCR, y el marcador seleccionable
eliminado por expresién Cre. El linfoma de la bursa DT40 deriva de células B en las que solo se reordena un alelo
IgA y en el que los dos cromomas parentales se distinguen por un polimorfismo cerca de wVA17. Esto nos permitié
determinar si el alelo reordenado o no arreglado habia sido atacado por PCR. Los experimentos de control
establecieron que la distribucién del ciclo celular era comparable en las células DT40 PoliLacO-Agr, DT40 PoliLacO-
Ar GFPLacl y DT40 PoliLacO-Ar Lacl-HP1; y que el cultivo de células con IPTG hasta 500 uM durante 7 dias no
afecto la tasa de proliferacion o las modificaciones de la cromatina en wVA17r en células de control DT40 PoliLacO-
Ar GFP-Lacl. Los oligonucleétidos para el analisis de la secuencia VA se han descrito [47].

Imagenes de fluorescencia. Para la obtencion de imagenes de fluorescencia, las células (2 x 10°) fueron sometidas a
Cytospin sobre Ilkaminasas de vidrio y atadas con paraformaldehido al 2% durante 20 minutos, permeabilizadas con
0.1% de NP-40 durante 15 minutos y tefiidas como se describié anteriormente [90]. La tincién primaria fue con un
anticuerpo monoclonal anti-Lacl (dilucién 1:500; Upstate); y el anticuerpo secundario fue anticuerpo IgG Alexa Fluor
594 (1: 2000, Molecular Probes, Eugene, OR). Para visualizar el nucleo, las células se tifieron con DAPI (Sigma,
Saint Louis, MO). Las imagenes fluorescentes se adquirieron utilizando el sistema de microscopia DeltaVision
(Applied Precision) y se procesaron con software softWoRx (Applied Precision).

RT-PCR. Se recolect6 ARN de células utilizando el reactivo TRIzol (Invitrogen) y se purific6 con una columna
PreAnalytiX (Qiagen). Los transcritos de VA se amplificaron después de la dilucion de la plantilla (1:1300); y la B-
actina se amplificé a partir de una muestra no diluida. Los cebadores para la amplificacién de VA fueron 5'-
GTCAGCAAACCCAGGAGAAAC-3' (SEQ ID NO: 29) y 5'-AATCCACAGTCACTGGGCTG-3' (SEQ ID NO: 30). Los
cebadores para la amplificacion de -actina ya se han descrito [36].

Cuantificacion de variantes de pérdida de slgM y analisis de secuencias. El ensayo de variante de pérdida slgM, que

mide las variantes de pérdida de slgM acumuladas resultantes de mutaciones con desplazamiento de marco o no
sentido en regiones V mutadas, se us6 para cuantificar la diversificacion de regiones de Ig V [47, 50]. En resumen,
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las células slgM" se aislaron mediante citometria de flujo seguido por la clonacién de dilucién limitativa, y se
expandieron durante 4 semanas. Para cuantificar la fraccion de células slgM’, se tifieron aproximadamente 1 x 10°
células con IgM-RPE anti-pollo (Southern Biotechnology Associates, Birmingham, AL) y se analizaron en un
FACScan con el software CellQuest (BD Biosciences).

El PCR de célula individual y el analisis de secuencias se realizaron como se describe [47]. En resumen, se
clasificaron las células slgM’, se dividieron alicuotas en pozos individuales, se amplificaron y se secuenciaron
regiones VA y sus secuencias se compararon con los donantes wVA para determinar si las mutaciones fueron con
plantilla o sin plantilla. El criterio para una mutacion con plantilla fue que nueve bases consecutivas deben ser una
coincidencia exacta en el donante y el receptor. Las secuencias fueron derivadas de dos lineas transfectadas
independientemente. Sdélo se incluyeron secuencias Unicas para la clasificacion de las mutaciones.

Resultados
Estructura de cromatina permisiva en las plantillas de donante VA y wVA

En células B de DT40, el gen VA funcional en un alelo de IgA se reordena y se expresa, y el otro no se reorganiza y
no se expresa. Se caracterizo la estructura de la cromatina en los alelos reordenados (VAR) y no reordenados (VAy) y
la matriz wVA por transferencia de cromatina (ChIP). La ChIP se llevé a cabo con anticuerpos especificos para la
acetilacion de lisina en el terminal N de las histonas H3 y H4. EI ADN recuperado se amplificé en reacciones de PCR
duplex; recuperacion normalizada a un amplicon del gen de la ovoalbimina (Ova), que no se expresa en células B; y
enriquecimiento normalizado a un control de entrada de ADN total (ver Materiales y Métodos para mas detalles). La
estructura genomica distinta de VAr y VAy permiten distinguirlos por PCR con cebadores especificos. La ChIP
demostré un considerable enriquecimiento de las histonas acetiladas H3 y H4 (AcH3 y AcH4) en el gen VAr
reordenado. En un experimento tipico, AcH3 se enriquecié mas de 80 veces a VAr y AcH4 mas de 30 veces (Figura
9B). Por el contrario, en el alelo VAy no reordenado, los niveles de AcH3 y AcH4 eran mucho mas bajos que a VAr
(16 veces y 7 veces inferior, respectivamente); y sélo unos pocos se enriquecieron en relacion con el ADN de
entrada.

Se ensayo la estructura de cromatina dentro de la matriz @VA por amplificacion con cebadores que interrogaron siete
sitios, incluyendo una region entre WVA1 y el gen VA, wVA1, wVA5, wVA13, wVA18, wVA24, wyVA25 y la region
flanqueante corriente arriba. (Debido a la escasez de polimorfismos, los arreglos wVA en los dos alelos Igh en DT40
no se pueden distinguir facilmente por PCR). Sorprendentemente, se observé enriquecimiento considerable de AcH3
y AcH4 a lo largo de la matriz wVA (Figura 9B). El enriquecimiento no fue proporcional a la distancia del gen VAr
transcrita, ya que los sitios distantes de VAr no mostraron consistentemente menores niveles de enriquecimiento que
los sitios proximales (Figura 9B). Por lo tanto, el enriquecimiento de histonas acetiladas dentro de la matriz yVA no
representa simplemente una difusién graduada de la modificacion de la cromatina desde el gen VAg transcrito hasta
los sitios corriente arriba. La estructura de cromatina no uniforme del locus sugiere la presencia de elementos cis
que regulan la estructura de la cromatina en la matriz wVA.

Fijacion reversible de proteinas de fusion de Lacl a la matriz yVA en DT40 PoliLacO-Ar

La modificacion local de la estructura de la cromatina puede conseguirse uniendo los reguladores a los sitios de
union al ADN como proteinas de fusion apropiadas. Esta estrategia se ha utilizado, por ejemplo, para demostrar que
la proteina heterocromatina HP1a, expresada como una fusién con el represor de lactosa (Lacl-HP1), promueve una
estructura de cromatina cerrada y la inactivacion de los genes informadores vecinos de una repeticion LacO en
Drosophila [61, 62]; y para demostrar que la fijacion de la histona metiltransferasa G9a de vertebrados a un sitio de
union GAL4 dentro de un minigén V(D)J reportero afecta la recombinaciéon mediada no homaéloga de ese constructo
[63]. La linea celular, DT40 PoliLacO-AR, que es un derivado de DT40 en el que se ha insertado el operador de
lactosa polimerizado (PoliLacO) mediante un gen homélogo dirigido entre wVA17-wVA20, 17 kb corriente arriba del
transcripto VAr (Figura 10A). El inserto PoliLacO es de 3.8 kb de longitud y consta de aproximadamente 100 copias
de un operador de 20-méro [64]. Usando esta linea celular, es posible ensayar los efectos de los factores
reguladores atados sobre la recombinacion homodloga en un proceso fisiolégico dentro de un locus endégeno,
evitando la necesidad de un reportero transgénico. Los experimentos de control han demostrado que la etiqueta
PoliLacO no afecta a la proliferacion celular, el ciclo celular, o la diversificacion de genes Ig.

En DT40 PoliLacO-Ar GFP-Lacl, que expresa de forma estable una proteina verde fluorescente mejorada fusionada
a un represor de lactosa (GFP-Lacl), el alelo Ax marcado puede ser visualizado directamente por microscopia de
fluorescencia y aparece como un punto distinto en cada célula (Figura 10B, izquierda). El fijacion es reversible, ya
que los puntos brillantes no son evidentes tras un cultivo durante la noche con IPTG 100 uM, lo que impide que Lacl
se una a LacO (Figura 10B, derecha).

El HP1 atado disminuye las modificaciones caracteristicas de la cromatina activa a yVA

Para manipular la estructura de la cromatina en la matriz VA, generamos transfectantes estables de DT40
PoliLacO-AR que expresan la proteina HP1 de Drosophila melanogaster fusionada a Lacl (Lacl-HP1). El HP1 es una
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proteina heterocromatina no histona que funciona en el silenciamiento de genes heterocromaticos, la propagacion
de heterocromatina y desacetilacion de histonas [58-60]. EI HP1 atado ha demostrado promover una estructura
cerrada de cromatina en los genes adyacentes [61, 62, 66-68]. La tincion de DT40 PoliLacO-Ar Lacl-HP1
transfectantes con anticuerpos anti-Lacl mostré6 que el Lacl-HP1 colocalizado con regiones densas de DAPI
correspondientes a la heterocromatina pericéntrica (Figura 11A], se comporta como un marcador funcional de
heterocromatina [65].

Para indagarse si el Lacl-HP1 atado alteré la estructura de la cromatina, se ensayaron modificaciones de la
cromatina en wyVA17. Este es el unico sitio en el arreglo WVA en el que los alelos reordenados y no reordenados
pueden distinguirse mediante el uso de cebadores de PCR especificos, debido a un polimorfismo de secuencia
creado durante la construccion de DT40 PoliLacO. Después de la ChIP, se amplificé el ADN con cebadores de PCR
especificos para el alelo reordenado dirigido (yVA17R). El enriquecimiento de wVA17r se comparé con el gen de la
ovoalbumina no expresada (Ova) como control interno; y normalizado a la relacion de enriquecimiento de WVA17x:
Ova en el ADN de entrada total (ver Material y Métodos). AcH3 y AcH4 se enriquecieron en controles YyVA17g en
DT40 PoliLacO-Ar GFP-Lacl 2.2 veces y 5.9 veces, respectivamente (Figura 11B, C). Estos niveles de
enriquecimiento son comparables a los documentados en DT40 (Figura 9B). (Obsérvese que el analisis de la
modificacion en wVA en la exploracion de la linea DT40 parental incluye necesariamente ambos alelos, lo que puede
subestimar las modificaciones de activacion en el alelo reordenado. Al contrario, en el analisis de las modificaciones
en YVA17r sélo interroga el alelo activo.) AcH3 y AcH4 fueron no enriquecidos en wVA17g en DT40 PoliLacO-Ar
Lacl-HP1 transfectantes (0.6 y 1.0 veces, respectivamente, Figura 11B, C), lo que es compatible con el
silenciamiento mediado por HP1. El HP1 puede efectuar el silenciamiento mediante el reclutamiento de una histona
metiltransferasa que modifica la lisina 9 de la histona H3 [66-68], pero también puede promover el silencio
independiente de esta modificacion [61]. La ChIP utilizando anticuerpos contra cualquiera de H3 di- y tri-metilada
(K9) no reveld un claro enriquecimiento de la modificacion de H3 K9-Me (datos no presentados). La metilacion de la
lisina 4 (diMeK4) de la histona H3 se asocia con la transcripcion y generalmente presenta una distribucion
superpuesta con acetilacion [69,70]. Los ensayos de diMeK4 (H3) en wVA17r demostraron que esta modificacion
estaba enriquecida 18.9 veces en células DT40 PoliLacO-Ar GFP-Lacl, pero a niveles de fondo en células LacL-HP1
de PoliLacO-AR DT40 (Figura 11B, C).

El HP1 promueve el mantenimiento y la propagacion de heterocromatina [66]. Para verificar que los cambios en la
estructura de la cromatina promovida por HP1 atado no se propagaron a través del cromosoma, examinamos otro
sitio cerca del locus de la cadena liviana A en el cromosoma 15, el gen que codifica la subunidad catalitica de los Pol
€ de ADN. Los Pol € de ADN se expresan de manera omnipresente y esenciales para la replicaciéon cromosémica en
eucariotas [71], y son codificados por un mapeo de genes de aproximadamente 2.1 Mb de IgA. No se encontré
diferencia en el enriquecimiento de AcH3 en la regidon promotora de polo en el DT40 PoliLacO-Ar Lacl-HP1
transfectantes en relacion a DT40 PoliLacO-Ar GFP-Lacl controles (Pol € /Ova enriquecimiento de 8.5 veces y 8.4
veces, respectivamente, Figura 3C). Del mismo modo, no hubo diferencias en AcH4 en el promotor Pol € en los
transfectantes DT40 PoliLacO-Ar Lacl-HP1 en relaciéon con los controles DT40 PoliLacO-Ax GFP-Lacl (Pol €/Ova
enriquecimiento de 1.9 veces y 1.7 veces, respectivamente, Figura 11C). Por lo tanto, la fijacién de Lacl-HP1 a yVA
caus6 modificaciones locales en la estructura de la cromatina, disminuyendo las modificaciones AcH3, AcH4 y
diMeK4 (H3) caracteristicas de la cromatina abierta en WVA17g, y haciendo que la cromatina adopte un estado
menos permisivo.

El HP1 atado no afecta a la expresion génica de VA

Hemos indagado como HT1 atado afecto los niveles de AcH3 y AcH4 en el VAr expresado mediante la comparacion
de estas modificaciones en células DT40 PoliLacO-Ar Lacl-HP1 y DT40 PoliLacO-Ar GFP-Lacl transfectantes (Figura
12A). EI HP1 atado disminuyé los niveles de AcH3 y AcH4 hasta aproximadamente el 40% y el 20% de los niveles
de control, respectivamente. Para indagar si esta expresion de genes afectados, se ensayo tanto la expresion IgM
(slgM) de superficie niveles de transcripcion de VA. Las células de tincion con IgM anti-pollo de ratén mostraron que
la expresion de slgM era comparable en lineas DT40 PoliLacO-Arx GFP-Lacl y DT40 PoliLacO-Ar Lacl-HP1,
cultivadas en presencia o ausencia de IPTG (Figura 12B). Los niveles de transcripcion de VA se ensayaron mediante
RT-PCR cuantitativa de ARN recolectado a partir de células DT40 PoliLacO-Ar GFP-Lacl y DT40 PoliLacO-Ar Lacl-
HP1 y normalizaron a B-actina como control (Figura 12C). No se observé diferencia significativa entre los niveles de
transcripcion de VA en las dos lineas celulares, lo que demuestra que la transcripcién no se ve afectada por la
vinculacion de HP1 dentro de la matriz yVA. De este modo el Lacl-HP1 atado no afectd a la expresion del gen Ig
descendente, aunque disminuy6 los niveles de AcH3 y AcH4 a VAR. Los niveles muy altos de AcH3 y AcH4
caracteristicos de VA (Figura 9B, Figura 12A), por lo tanto, no son esenciales para mantener altos niveles de
expresion génica.

El HP1 atado altera la estructura de la cromatina local
Para evaluar la amplitud de efectos en la cromatina de Lacl-HP1 fueron examinados los niveles de AcH3 y AcH4 a lo
largo de la IgA de locus en la cadena liviana en los mismos amplicones examinados en la Figura 9, incluyendo uno

en el flanco, seis en la matriz YVA, asi como en el VA expresado. Los niveles de modificacion se determinaron
comparando las relaciones de wVA17gr:Ova de las condiciones inmunoprecipitadas y de entrada, como en la Figura

27



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2628973 T3

11B. Las modificaciones de AcH3 en los sitios estudiados oscilaron entre el 24% y el 63% de los niveles en los
mismos sitios en los controles (Figura 13A, barras oscuras); y el nivel medio de acetilacion de H3 en todos los sitios
fue de 38% del control de PoliLacO-Ar GFP-Lacl. El cultivo de transfectantes de DT40 PoliLacO-Ar Lacl-HP1 durante
tres dias con IPTG 250 uM aumentd la acetilacion de H3 en los ocho sitios estudiados (Figura 13A, comparacion de
barras oscuras y de luz). Los efectos del cultivo de IPTG fueron algo variables, pero en la mayoria de los sitios el
cultivo de IPTG restaur6 los niveles de AcH3 hasta al menos el 45% del nivel en las células de control DT40
PoliLacO-Ar GFP-Lacl; con un promedio de mas del 80%. Por lo tanto, las modificaciones de la cromatina en
WVA17r en células DT40 PoliLacO-Ar Lacl-HP1 resultaron directamente del Lacl-HP1 atado y fueron en gran medida
reversibles.

La acetilacion de H4 se estudié en los mismos ocho sitios (Figura 13B, barras oscuras). Se encontré que las
modificaciones de AcH4 oscilaban entre 18% y 42% de los niveles de control; y el nivel medio fue de 29% de la linea
celular de control. El cultivo con IPTG durante tres dias incrementd la acetilacion de H4 en los ocho sitios estudiados
(Figura 13B, comparacion de barras oscuras y de luz), restableciendo los niveles de acetilacién de H4 hasta al
menos 57% del nivel en el control de células DT40 PoliLacO-AR GFP-Lacl; con un promedio de mas del 80%.
Ademas, IPTG puede revertir al menos parcialmente los efectos de Lacl-HP1.

Estos resultados muestran que las modificaciones observadas de la cromatina en la matriz VA se deben a la
fijacion de HP1. Por otra parte, el hecho de que estas modificaciones son reversibles muestra que un mecanismo
activo invierte las modificaciones de las histonas impuestas por la fijacion de los factores de modificacion de la
cromatina en WVA.

El HP1 atado impide la mutagénesis por plantilla.

La capacidad para manipular la estructura de la cromatina en yVA sujetando Lacl-HP1 (Figuras 11-13) nos permitié
preguntar directamente si y como la estructura de la cromatina influye en la conversion del gen Ig. Se utilizé el
ensayo de variante de pérdida de slgM para determinar si Lacl-HP1 atado afectaba la velocidad clonal de
diversificacion de secuencias del gen VAg reordenado. Este ensayo de fluctuacion mide la fraccion de las células
variantes que ya no expresan slgM estructuralmente intacto, y por lo tanto la puntuacion de los eventos de mutacion
resultante de la conversion de genes o mutagénesis puntual [47, 50]. Los derivados clonales independientes de
DT40 PoliLacO-Ar GFP-Lacl y DT40 PoliLacO-Ar Lacl-HP1 se establecieron limitando la clonacién por diluciéon de
células sigM” y la fraccién de células slgM™ en cada poblacién determinada por citometria de flujo de células
cultivadas durante 4 semanas, y luego se tifieron con anticuerpo anti-lgM. La mediana de la tasa de pérdida sigM
fue de 0.5% para células DT40 PoliLacO-AR GFP-Lacl y 2.8% para células DT40 PoliLacO-Ar Lacl-HP1 (Figura
14A). Esto corresponde a una aceleracion de 5.6 veces de las tasas de diversificacion clonal en los transfectantes
Lacl-HP1 en relacion con los controles GFP-Lacl.

La diversificacion genética de Ig en las células B de pollo se produce predominantemente mediante la conversion
génica (mutacioén por plantilla); pero si la conversiéon génica se ve afectada, por ejemplo, por la ausencia de factores
esenciales, la reparacion puede crear una fraccion significativa de mutaciones sin plantilla [50-55]. Esto se
acompania tipicamente de un aumento en la tasa de diversificacién clonal, debido a que las plantillas wVA para la
conversion génica son aproximadamente 80% idénticas al gen reordenado y una fraccion significativa de lesiones de
ADN reparadas por conversion génica no sufren ninguna alteracion de la secuencia; en contraste, la reparacion por
una polimerasa mutagénica es mas probable que altere la secuencia de ADN. Para determinar el grado de
diversificacion acelerada de HP1, clasificamos células sIgM individuales de los transfectantes PoliLacO-Ar GFP-Lacl
DT40 PoliLacO-Ar Lacl-HP1, regiones VA expresadas amplificadas por PCR de una sola célula y se secuenciaron
estas regiones. Los cambios de secuencia fueron categorizados como con plantilla si se encontraban dentro de un
tracto que contiene dos o mas mutaciones y el tracto era una coincidencia exacta de al menos 9 pb de una
secuencia donante yVA; y como ambiguo si consistieron en sélo un cambio de base Unica, pero si coincidiendo con
al menos 9 pb de una secuencia donante WVA. También se puntuaron los eventos sin plantilla, que consistian en
mutaciones puntuales, eliminaciones e inserciones. En los transfectantes DT40 PoliLacO-Ar GFP-Lacl de control, se
documentaron 54 eventos con plantilla y 2 eventos ambiguos entre 70 mutaciones unicas; por lo tanto la mayoria de
los eventos (77%) fueron con plantilla, y una pequefa fraccion de eventos (20%) fueron mutaciones puntuales
(Figura 14B, izquierda, Figura 15). Sorprendentemente, en las células DT40 PoliLacO-Ar Lacl-HP1 predominaron las
mutaciones puntuales (59%), acompafadas de eliminaciones (8%) e inserciones (14%); mientras que solo se
documentaron 1 evento claramente templado y 6 eventos ambiguos entre 36 mutaciones Unicas (Figura 14B,
derecha, Figura 15). Por lo tanto, sélo el 3% de las mutaciones fueron claramente con plantilla, e incluso incluyendo
la clase ambigua de mutaciones potencialmente con plantilla, las plantillas podrias representar no mas del 19% de
las mutaciones. Las comparaciones estadisticas mostraron que la diferencia entre la fraccién de mutaciones
claramente con plantilla en las células de control DT40 PoliLacO-Ar GFP-Lacl y los transfectantes DT40 PoliLacO-Ar
Lacl-HP1 (77% comparado con 3%) fue altamente significativa (P=7.1 x 107, prueba exacta de Fisher). La diferencia
en la fraccion de mutaciones ambiguas, potencialmente con plantilla en las células de control (3%) y transfectantes
HP1 (17%) también es significativa (P=0.05, prueba exacta de Fisher). Esto sugiere que algunas mutaciones en esta
categoria pueden surgir como resultado de las limitaciones en la longitud de un tracto de conversion de genes
impuestas por la cromatina de donante no admisible. Por lo tanto, la fijacion de HP1 aceleré las tasas clonales de
mutagénesis al afectar la mutacion con plantilla.
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Discusion

La conversion génica en los loci de Ig de pollo utiliza una matriz de donantes yV corriente arriba como plantillas para
la reparacion dirigida por homologia de lesiones dirigidas a los genes V reordenados y transcritos. Este ejemplo
muestra que en las células B de pollo que llevan a cabo la conversion del gen de la Ig activa, la cromatina dentro de
la matriz donante wVA se caracteriza por el enriquecimiento de H3 y H4 acetiladas, modificaciones que se
correlacionan con una estructura de cromatina abierta. Demostramos directamente la importancia de la estructura
permisiva de la cromatina para la conversion del gen Ig, mostrando que el sujetar la proteina heterocromatina HP1 a
la matriz donante wVA causé cambios locales en la estructura de la cromatina, disminuyendo las modificaciones
AcH3, AcH4 y diMeK4 (H3) caracteristicas de la cromatina abierta. Aunque estos cambios no fueron acompafados
por la caracteristica de modificacion Me-K9 (H3) de la cromatina cerrada, hicieron que la regién adoptara un estado
menos permisivo para la conversion génica. El fijacion de HP1 fue acompafiado por un cambio dramatico en el
espectro de mutacion de Ig VA, de modo que las mutaciones con plantilla estaban en la minoria y las mutaciones
puntuales predominaron. Es importante destacar que este efecto sobre la mutagénesis se correlacion6 con un
cambio en la estructura de la cromatina y no cambios en la expresion del locus. Por lo tanto, la estructura de la
cromatina puede determinar si la conversion génica se produce en una lesion de ADN generada endégenamente.

El mecanismo de la conversion génica dentro de un paisaje complejo de la cromatina

La conversion génica en VA resulta del cebado de una nueva sintesis de ADN en el extremo 3' de una ruptura
utilizando una region wVA como plantilla. La conversion génica requiere sinapsis entre el ADN donante y el receptor,
asi como el acceso al donante por factores que llevan a cabo la reparacion dirigida por homologia. Los niveles
elevados de acetilacion H3 y H4 caracteristicos de la matriz yVA en DT40 de tipo salvaje son evidencia de una
estructura de cromatina relajada que incrementaria la accesibilidad de los genes WVA a factores de accion trans y
también crearia una arquitectura tridimensional que es favorable para la sinapsis de la secuencia.

El HP1 atado dentro de la matriz de donantes de wVA dafé la conversion génica en el VAg reordenado, sin afectar la
expresion génica de VA. Los cambios cromatograficos causados por HP1 atado pueden perjudicar la conversion
génica al impedir el acceso de los factores de reparacion y la cadena invasora a la plantilla donante. El HP1 atado
también puede contribuir a una arquitectura cromosémica mayor que afecta a la mecanica de las vias de reparacion
del ADN, como el bucle necesario para yuxtaponer las secuencias del donante y receptor. Las mutaciones puntuales
que se acumulan en los transfectantes de Lacl-HP1 son tipicas de la reparaciéon recombinada frustrada, y son
caracteristicas de las células que carecen de factores trans actores esenciales para la recombinacién [49-55] o
algunos o todos de la matriz de donantes yV [56]. El HP1 regula la estructura de la cromatina y el silenciamiento de
genes heterocromaticos de dos maneras, al asociarse con una histona metiltransferasa [66] y el reclutamiento de
histona deacetilasas [60]. EI HP1 atado caus6 modificaciones caracteristicas de una estructura de cromatina no
permisiva dentro de wVA.

La acetilacion de histona se ha documentado en genes de Ig de mamifero transcritos activamente sometidos a
hipermutacién somatica y recombinacion de conmutacion de clase, pero adn no se ha resuelto si la hiperacetilacion
contribuye a la focalizacion de la diversificacion [72-76]. Una conexion entre la acetilacion de histonas y la
conversion de genes fue sugerida por experimentos que muestran que el tratamiento de las células DT40 con el
inhibidor de la histona desacetilasa, la tricostatina A, promueve la desacetilacion de la histona en todo el genoma
acompafiado de un aumento de la conversion génica en VAg[77]. Sin embargo, la interpretacion de estos resultados
se complica por el hecho de que los efectos de la tricostatina A son gendémicos y no especificos. La linea celular
DT40 PoliLacO-Ar permite la manipulacion local de la estructura de la cromatina, evitando esa complicacion.
Ademas, hemos sido capaces de demostrar que los efectos de atar una proteina de fusion Lacl-HP1 se invirtieron en
gran medida en el cultivo con IPTG, por lo que un mecanismo activo debe determinar la modificacion de la cromatina
a YVA.

Para estudios de recombinacion homoéloga, la linea de células DT40 PofyLacO-Ar B tiene la ventaja adicional de que
la conversion génica de Ig es un proceso fisiolégico dentro de un locus enddégeno, evitando la necesidad de un
reportero transgénico.

Estructura de la cromatina, estabilidad del genoma, envejecimiento y terapia génica

La importancia de la estructura de la cromatina para el resultado de la recombinacién homadloga tiene implicaciones
para comprender los mecanismos que normalmente mantienen la estabilidad gendmica. Hay un gran niumero de
elementos repetitivos distribuidos en todo el genoma de los vertebrados, y la recombinacion entre estos elementos
puede conducir a la inestabilidad gendmica [78]. En el genoma humano, hay aproximadamente un millén de
elementos Alu, y la recombinacion entre los elementos Alu puede causar duplicaciones que conducen a la
tumorigénesis y a enfermedades genéticas [79, 80]. Las histonas que llevan modificaciones represivas se
enriquecen en elementos repetitivos [81]. Estas modificaciones, indudablemente, mantienen la represion
transcripcional; nuestros resultados sugieren que también pueden contribuir a la supresién de la recombinacion.
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La pérdida de heterozigosidad (LOH) se produce como resultado de la recombinacion mitética desigual entre
homologos en sitios alélicos. EI mecanismo de LOH es de particular interés, ya que contribuye a la pérdida de la
funcién supresora tumoral de del gen conduce a la tumorigénesis [82]. Recientes experimentos han demostrado un
aumento dependiente de la edad en LOH en S. cerevisiae [83] y en los genes reportero en Drosophila células
germinales [84]; y un aumento en la recombinacion homologa en células pancreaticas de raton [85]. Los
mecanismos propuestos para explicar LOH asociado a la edad incluyen elevadas tasas de dafio en el ADN, cambios
en la distribucién del ciclo celular, y la inactivacién de la homologia independiente de las vias de reparacion con el
envejecimiento. Los resultados sugieren otra posibilidad, que la relajacion de la estructura de la cromatina puede
acompafar el envejecimiento y promover un genoma en todo el aumento de la recombinacion homoéloga en el
envejecimiento de las células. Esta posibilidad es apoyada por el reciente analisis de Drosophila [86], asi como por
la evidencia reciente de que la mutacién en la lamina A responsable del sindrome de Progeria de Hutchinson-Gilford
conduce a una pérdida del genoma de metilacién H3 [87].

El hallazgo de que la estructura de la cromatina regula la recombinaciéon homéloga también tiene ramificaciones
practicas. Un considerable esfuerzo actual esta dirigido hacia el desarrollo de estrategias que aprovechan la
capacidad de una célula para la homologia dependiente de reparacién para promover la terapia génica,
proporcionando un gen donante intacto para reemplazar a un gen diana deficiente [88]. Los resultados sugieren que
la estructura permisiva en el donante sera un parametro de disefio importante en el desarrollo de genes donantes
para aplicaciones terapéuticas.
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Ejemplo 5: Conversion de genes acelerada por modificaciones distintas de la cromatina

Este ejemplo demuestra que la eficiencia de la reparacion esta determinada por la estructura de la cromatina del
donante. El andlisis aprovecha un sitio de regulacion cis (operadores de lactosa polimerizados, PoliLacO) insertado
justo corriente arriba del gen VA transcrito y diversificante en la linea de células DT40 B de pollo. Los datos muestran
que el sujetar el activador VP16 o la histona chaperona, HIRA, se altera la estructura de la cromatina local y se
acelera la conversion génica aproximadamente 10 veces. Si bien estos dos factores tienen resultados funcionales
comparables, tienen efectos distintos sobre la estructura de la cromatina. El fijacion de VP16 aumenta los niveles
locales de histonas acetiladas H3 y H4; mientras que la fijacién de HIRA aumenta la densidad de los nucleosomas.
Por lo tanto, resultados funcionales comparables pueden lograrse mediante modificaciones de cromatina distintas.

Materiales y métodos

Transferencia de cromatina (ChIP). La ChIP se llevo a cabo como se ha descrito anteriormente (Cummings et al.,
2007). Para todos los experimentos se analizaron al menos dos preparaciones de cromatina de al menos dos lineas
transfectadas de forma estable independientes. Las figuras presentan un experimento representativo en el cual los
resultados del andlisis de cuatro amplificaciones separadas se usaron para calcular una desviacion estandar. Se
llevaron a cabo cuatro amplificaciones separadas de diluciones en serie de ADN plantilla, para establecer que las
intensidades de producto medidas estaban dentro del intervalo lineal. El enriquecimiento del amplicon experimental
se normalizé al enriquecimiento de un amplicon de control interno del gen de la ovoalbimina (Ova), amplificado en el
mismo tubo por PCR duplex; y el enriquecimiento en ChIP con anticuerpos especificos se normalizd a experimentos
paralelos en los que se llevd a cabo ChIP con controles de ADN de entrada total. La inclusiéon del amplicon de
control interno de Ova nos permitié normalizar para la eficiencia IP, el trasvase de fondo y las diferencias en la carga
de gel. Enriquecimiento = [(yVA/Ova)Ab]/[(wVANOva)Entrada]. Como control adicional, se compard la relacion de los
amplicones experimentales y de control en el control de entrada total con una ChIP de control con IgG poliespecifica;
En todos los casos, el enriquecimiento en la entrada y los controles de IgG eran esencialmente iguales. Los datos se
presentan para experimentos representativos; Las desviaciones estandar se calcularon a partir de cuatro
amplificaciones separadas de diluciones en serie de ADN plantilla.

Los anticuerpos utilizados fueron: anti-H3 CT-pan, anti-AcH3 (06-599), anti-AcH4 (06-866) y dimetilado H3(K4)
(07-030) de Upstate (Lake Placid, NY).

Los cebadores de PCR para ChlIP fueron:

VAr: 5-GCCGTCACTGATTGCCGTTTTCTCCCCTC-3' y 5-CGAGACGAGGTCAGCGACTCACCTAGGAC-3’; region
promotora entre YVA1 y VA: 5-CTGTGGCCTGTCAGTGCTTA-3' y 5-GCAGGGAACCACAAGAACAT- 3’; yVA: 5-
GGGACTTGTGTCACCAGGAT-3' y 5-CGCAGTCACATGTGGAATATC-3’; yVA5: 5- GAGCCCCATTTTCTCTCCTC-
3 y 5-GAGATGTGCAGCAACAAGGA-3’; WVA13: 5-CCCTCTCCCTATGCAGGTTC-3 y 5-
CCCCTATCACCATACCAGGA-3’; wVA18: 5-CCATTTTCTCCCCTCTCTCC-3 y 5-TCACCCTACAGCTTCAGTGC-
3, WVA24: 5-CCATTTTCTCCCCTCTCTCC-3 'y 5-CAGCCCATCACTCCCTCTTA-3; wVA25: 5-
TCTGTTGGTTTCAGCACAGC-3 y 5-GCAGTTCTGTGGGATGAGGT-3; wVA flanco corriente arriba: 5'-
GGCTCCTGTAGCTGATCCTG-3' y 5-GTTCTTTGCTCTTCGGTTGC-3’; wVA17 en el alelo dirigido a PoliLacO: 5'-
TAGATAGGGATAACAGGGTAATAGC-3 y 5-AGGGCTGTACCTCAGTTTCAC-3’; OVA: 5-
ATTGCGCATTGTTATCCACA-3 y 5-TAAGCCCTGCCAGTTCTCAT-3’; Pol €: 5-GGGCTGGCTCATCAACAT-3'y 5-
CTGGGTGGCCACATAGAAGT-3' (SEQ ID NOS: 5-28, respectivamente).

Digestion con MNasa y transferencia Southern. Se prepararon nucleos y se realizaron digestiones con 0, 3, 7, 15, 30
y 60 unidades de MNasa tal como se describié (Prioleau et al., 1999). Después de la digestion con MNasa, el ADN
se extrajo tres veces con fenol:cloroformo:alcohol isoamilico y se precipité con etanol. Se cargaron veinte
microgramos de ADN en un gel, se resolvieron mediante electroforesis y se transfirieron para hibridacién Southern.
La sonda lacO se marcé por cebado aleatorio, utilizando como molde un fragmento de aproximadamente 500 pb de
longitud que contenia repeticiones de polyLacO.

Imagenes de fluorescencia. Para la obtencion de imagenes de fluorescencia, las células (2 x 10°) fueron sometidas a
Cytospin sobre laminas de vidrio y se fijaron con paraformaldehido al 2% durante 15 minutos. Para visualizar el
nucleo, las células se tifieron con DAPI (Sigma, Saint Louis, MO). Las imagenes fluorescentes se adquirieron
utilizando el sistema de microscopia DeltaVision (Applied Precision) y se procesaron con software softWWoRx
(Applied Precision).
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RT-PCR. Se recogido ARN de células utilizando Reactivo TRIzol (Invitrogen). Los transcritos de VA y B-actina se
amplificaron después de la dilucion de la plantilla. Los cebadores para la amplificacion de VA fueron 5'-
GTCAGCAAACCCAGGAGAAAC-3' (SEQ ID NO: 3) y 5'-AATCCACAGTCACTGGGCTG-3' (SEQ ID NO: 4). Se han
descrito los cebadores para la amplificacion de la B-actina (Arakawa et al., 2002).

Cuantificacion de variantes de pérdida de slgM y andlisis de secuencias. El ensayo de la variante de pérdida de
slgM, que mide las variantes de pérdida de slgM acumuladas resultantes de mutaciones de desplazamiento de
marco o mutaciones sin sentido en regiones V mutadas, se utiliz para cuantificar la diversificacion de la region de Ig
V (Sale et al., 2001; Yabuki et al., 2005; Cummings et al. 2007). En resumen, las células sIgM+ se aislaron mediante
citometria de flujo seguida por la clonacion de dilucion limitativa, y se expandieron durante 4 semanas. Para
cuantificar la fraccion de células sIgM’, se tifieron aproximadamente 1 x 10° células con IgM-RPE anti-pollo
(Southern Biotechnology Associates, Birmingham, AL) y se analizaron en un FACScan con el software CellQuest
(BD Biosciences).

La PCR de una sola célula y el andlisis de secuencias se realizaron como se describe (Yabuki et al., 2005,
Cummings et al., 2007). En resumen, se clasificaron las células sIgM’, se dividieron alicuotas en pozos individuales,
se amplificaron y se secuenciaron regiones VA y sus secuencias se compararon con los donantes WVA para
determinar si las mutaciones fueron con plantilla o sin plantilla. El criterio para una mutaciéon con plantilla fue que
nueve bases consecutivas deben ser una coincidencia exacta en el donante y el receptor. Las secuencias eran
derivadas de dos lineas transfectadas independientemente. Solo se incluyeron secuencias Unicas para la
clasificacion de las mutaciones.

Resultados
El VP16 atado acelera la conversion de genes

Si la estructura represora de la cromatina del donante perjudica la conversiéon génica, la activacion de las
modificaciones podria promover la conversion génica. Para probar esta posibilidad, aprovechamos la linea celular
PoliLacO-A DT40 construida por nuestro laboratorio. En esta linea celular, se ha insertado el operador de lactosa
polimerizada (PoliLacO) en la matriz wVA entre yVA17-wVA20, 17 kb corriente arriba del gen VA expresado (Figura
16A, Ejemplo 4). Esto nos permite analizar los efectos de los factores reguladores atados expresados como fusiones
con el represor de la lactosa. Los experimentos de control han demostrado que la etiqueta PoliLacO no afecta a la
proliferacion celular, al perfil del ciclo celular o a la diversificacion del gen Ig.

La pérdida de acetilaciéon de histonas dentro de los donadores de WVA se correlaciona con la disminucion de la
conversion génica en VA (Ejemplo 4). Por lo tanto, probamos el efecto de VP16, un potente transactivador derivado
del virus herpes, que se ha asociado con la relajacion de la cromatina y el reclutamiento de las histonas
acetiltransferasas (Tumbar et al., 1999; Carpenter et al., 2005). Generamos DT40 PoliLacO-Ar transfectantes que
expresan de forma estable GFP-Lacl-VP16. La transferencia Western confirmd la expresion de la proteina (Figura
16B). El perfil del ciclo celular (Figura 16C) y los niveles de transcripcion A (Figura 16D) no se alteraron con respecto
a los transfectantes DT40 PoliLacO-A GFP-Lacl de control. Las imagenes fluorescentes de los transfectantes DT40
PoliLacO-A GFP-Lacl-VP16 mostraron una sola mancha verde dentro del nucleo, evidencia de la expresiéon de GFP-
Lacl-VP16 y unién a PoliLacO (Figura 16E).

Se ensayo la acetilacion de histonas en células PoliLacO-A GFP-Lacl-VP16 y control DT40 PoliLacO-A GFP-Lacl. La
matriz VA se ensayd por amplificacion con cebadores especificos para siete sitios, incluyendo la regiéon promotora
entre YVA1 y el gen VA (VApro), yVA1, wVA5, wVA13, wVA24, wVA25. (Debido a la ausencia de polimorfismos, los
arreglos WVA en los dos alelos Igh en DT40 no se puede distinguir facilmente por PCR). Ademas, hemos ensayado
modificaciones de cromatina en: (1) wVA17, que debido a una secuencia polimorfismo creado durante la
construccion de DT40 PoliLacO-A, es el Unico sitio en la wVA matriz en la que los alelos reordenados y sin reordenar
se pueden distinguir mediante el uso de especificos PCR, (2) el alelo reordenado de VA (VAg), (3) el alelo no
reordenado de VA (VAy) y (4) el gen Pol g, un control intracromosémico. La amplificacion de los sitios wVA se realizd
en duplex con el gen de la ovoalbumina no expresada (Ova). Por lo tanto, Ova funciona como un control interno, y la
relacion de enriquecimiento de wVA: Ova de inmunoprecipitaciones se normalizé a WVA: relacién Ova de ADN de
entrada total (ver Material y Métodos). El VP16 atado aumenté tanto los niveles de AcH3 (Figura 17A) como los de
AcH4 (Figura 17B) en los transfectantes DT40 PoliLacO-A GFP-Lacl-VP16 en relacion con las células DT40
PoliLacO-A GFP-Lacl de control.

Se utilizé el ensayo de variante de pérdida de slgM para indagar si el la fijacion de VP16 alter6 la tasa clonal de
diversificacion de secuencia de VA. Este ensayo de fluctuacién mide la fraccion de células variantes que ya no
expresan slgM estructuralmente intacto y, de este modo, registra los eventos de mutacion resultantes de la
conversion génica, mutacion puntual, insercion o eliminacion (Sale et al., 2001; Yabuki et al., 2005). Mientras que la
conversion génica es la via predominante de la diversificacion de genes de Ig en las células B de pollo, si la
conversion génica se ve afectada (por ejemplo, por la ausencia de factores de recombinacion esenciales (Sale et al.,
2001; Niedzwiedz et al., 2004; Hatanaka et al., 2005; Kawamoto et al., 2005; Mcllwraith et al., 2005; Yamamoto et
al., 2005), otros resultados de la reparacion, particularmente las mutaciones puntuales, predominan. Por lo que la
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diversificacion es mejor monitorizada por este ensayo de pérdida de funcién, en lugar de un ensamblaje slgM™ a
slgM* de ganancia de funcién, que registra sélo la conversién génica (Saribasak et al., 2006).

Los derivados clonales independientes de los transfectantes DT40 PoliLacO-A GFP-Lacl y DT40 PoliLacO-A GFP-
Lacl-VP16 se establecieron limitando la clonacién por dilucion de células sigM’ y después de 4 semanas de cultivo
la fraccion de células slgM™ en cada poblacion determinada por citometria de flujo de células tefidas con anticuerpo
anti-lgM. La comparacion de los porcentajes medianos de las células slgM™ mostré que los transfectantes DT40
PoliLacO-GFP-Lacl-VP16 exhibian un aumento de 8.4 veces en la diversificacién con respecto a las células de
control DT40 PoliLacO-GFP-Lacl (Figura 17B). El analisis de secuencias de las regiones VA amplificadas por PCR
de célula Unica mostré que la mayor diversificacion era mediante la conversion génica tanto en células de control
como en células en las que VP16 estaba atada a IgA (Figura 22).

La histona H3.3 se enriquece con los genes donantes wVA

No sélo las modificaciones de histonas, sino también los cambios localizados en la composicion de histonas de los
nucleosomas pueden contribuir a la regulaciéon de la estructura de la cromatina. Una variante de histona asociada
con la activacion de la cromatina y depositada independientemente de la replicacion es H3.3. La histona H3.3 es la
principal variante de tipo H3 que contiene modificaciones postraduccion asociadas a la activacion (McKittrick et al.,
2004; Henikoff, 2008), por lo que era interesante preguntar si H3.3 se enriquecié en la matriz yVA. Para distinguir H3
de H3.3 por ChIP, se generd una derivada DT40 que expresa de forma estable FLAGtagged H3.3 (H3.3-FLAG).

La caracterizacion de la deposicién de H3.3 por ChIP con un anticuerpo anti-FLAG demostré el enriquecimiento de
la variante H3.3 en el gen VAg expresado. La estructura de la cromatina dentro de la matriz @VA se ensayé mediante
la amplificacion de los sitios corriente arriba del gen VA reordenado y expresado que incluye wVA1, wVAS5, wVA13,
WwVA24, wVA25, wVAMT7R, VAr (Figura 18A), asi como el alelo reordenado, VAy; y en otro gen en el mismo
cromosoma que IgA, Pol €. En un experimento tipico, H3.3 se enriquecié mas de 4 veces en relacion con el ADN de
entrada a VAR; pero, sorprendentemente, hemos observado enriquecimiento considerable de H3.3 a lo largo de la
matriz VA, con mayor enriquecimiento a wVA5 y VApro (Figura 18B). El enriquecimiento de H3.3 dentro de la matriz
WwVA no representa simplemente una difusiéon graduada de la variante del gen VAr transcrita a los sitios corrientes
arriba, ya que los sitios proximales no muestran consistentemente mayores niveles de enriquecimiento que los sitios
distales. La estructura de cromatina no uniforme del locus sugiere la presencia de elementos cis, particularmente en
la region WwVA5, que puede regular la expresion y/o diversificacion del locus.

HIRA atado provoca un aumento local en la deposicién de histonas

HIRA es una chaperona de histona, y una de sus funciones es ensamblar nucleosomas que contienen la variante de
histona, H3.3 (Ray-Gallet et al., 2002; Tagami et al., 2004). El enriquecimiento de H3.3 en la matriz wVA sugirid, por
lo tanto, que la vinculacion de HIRA podria acelerar la diversificacion de genes g, analoga al efecto de VP16 atado.
Para probar esto, se generaron transfectantes DT40 estables PoliLacO-A HIRA-Lacl, se verificaron niveles
comparables de expresion de la proteina por transferencia Western (Figura 19A), y se demostrd que la fijacion no
afecto el perfil del ciclo celular (Figura 19B) o los niveles de transcripcion A (Figura 19C). Los ensayos de ChIP de
los niveles de AcH3 y AcH4 no mostraron diferencias entre las células en las que HIRA o GFP fue atado a IgA.

Para indagar si el HIRA atado aumentaba los niveles de H3.3, se generaron transfectantes DT40 PoliLacO-A FLAG-
H3.3 HIRA-Lacl y luego se determind el enriquecimiento de FLAG-H3.3 en wVA17g, donde un polimorfismo permite
el analisis del Ig\ atado solamente. Estos experimentos mostraron un modesto (1.4 veces) enriquecimiento de
FLAG-H3.3 en cada uno de dos HIRA-Lacl transfectantes independientes (Figura 20A) en relacion con una linea de
control. Ademas, un enriquecimiento comparable fue evidente cuando los anticuerpos pan-H3 se utilizaron para
ChIP (que detectan H3 y otras variantes, incluyendo H3.3). Por lo tanto, HIRA parecia causar un enriquecimiento
neto de las histonas, incluyendo H3.3, y por lo tanto afectado la densidad de nucleosomas en wVA.

HIRA atado promueve la conversion de genes Ig

Para indagar si la HIRA atada afecta la tasa clonal de diversificacion de genes de lg, establecimos derivados
clonales independientes de transfectantes DT40 PoliLacO-A HIRA-Lacl limitando la clonacién por dilucién de células
slgM* y después de 4 semanas de cultivo se determiné la fraccion de slgM células en cada poblacion. La fraccién
de células slgM™ era claramente mayor en los transfectantes de HIRA-Lacl que en las células de control (por
ejemplo, la Figura 20B). La comparacioén de los porcentajes medianos de células sigM™ mostré que las células DT40
PoliLacO-A HIRA-Lacl exhibian un aumento de 11 veces en la diversificacién con respecto a las células de control
DT40 PoliLacO-A GFP-Lacl (Figura 20C). Esto no sdlo refleja la sobreexpresion de HIRA, ya que solo una modesta
aceleracion en la diversificacion (1.7 veces) fue evidente en los transfectantes de DT40 expresando de forma estable
HIRA (Figura 20C). El analisis de secuencias de las regiones VA amplificadas por PCR de célula unica mostré que la
mayor diversificacion era mediante la conversion génica en células de control y en células en las que HIRA estaba
atada a IgA (Figura 23).
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La fraccion de las mutaciones con plantilla en el tracto corto se incrementa por VP16 o HIRA atadas

VP16 y la HIRA atadas aceleraron la tasa clonal de diversificacion génica comparativamente (8.4 veces y 11 veces,
respectivamente), y la conversion génica predominé en ambas. Para establecer si las diferencias sutiles podrian
distinguir los espectros mutacionales, se compararon los eventos mutacionales independientes en los transfectantes
DT40 PoliLacO-A HIRA-Lacl y DT40 PoliLacO-A GFP-Lacl-VP16 con los transfectantes de control DT40 PoliLacO-A
GFP-Lacl. Los cambios de secuencia fueron categorizados como la conversion de genes si estaban dentro de un
tracto que era una coincidencia exacta de por lo menos 9 pb de un donante wVA secuencia, y contenia uno, dos o
mas cambios de base simples de la linea germinal de la secuencia. Los eventos que contenian una unica diferencia
de base y dos o mas diferencias se contabilizaban por separado como conversion de genes de tracto “corto” y
“largo”, debido a que algunas mutaciones en la primera clase podian en principio surgir de mutaciones puntuales
que corresponden coincidentemente con secuencias de donadores de AVA. También se puntuaron los eventos sin
plantilla, que consistian en mutaciones, eliminaciones e inserciones puntuales.

En los transfectantes de DT40 PoliLacO-GFP-Lacl-VP16, el 74% de los eventos se planearon, pero una fraccion
significativa de eventos con plantilla (39%, o 29% de todos los eventos de mutacion) (Tabla 1, Figura 22). También
hubo fracciones significativas de inserciones (13% en comparacién con 0%). Los eventos de conversion génica
predominaron de manera similar (87%) entre los eventos analizados en las células PoliLacO-AR HIRA-Lacl de DT40
(Tabla 1, Figura 23). La mayoria de los eventos de conversiéon génica fueron de tracto largo, pero una minoria
significativa (24%, o0 21% de todos los eventos de mutacion) fue la conversion de genes de tracto corto. El resto de
eventos fueron mutaciones (11%) e inserciones (2%) puntuales. Anteriormente se caracterizaron eventos
mutageénicos en el control DT40 PoliLacO-GFP-Lacl transfectantes, y se encontré que la mayoria de las mutaciones
se debieron a eventos de conversién de genes de tracto largo (77%), mientras que una pequefia fraccién (3%) eran
bien eventos de conversién de tracto corto o mutaciones puntuales que coincidentemente corresponden con una
secuencia donante (Ejemplo 4: resumido en la Tabla 1). Las mutaciones restantes (20%) no corresponden a ninguno
de los donantes de pseudogenes y fueron, por lo tanto, mutaciones puntuales claras.

Tabla 1. Efecto de HP1 y VP16 atados en la conversién génica.
Resumen de secuencias de regiones VA que llevan mutaciones uUnicas de DT40 PoliLacO-A GFP-Lacl (n=71;

(Ejemplo 4), DT40 PoliLacO-A GFP-Lacl-VP16 (n=31) y DT40 PoliLacO-A HIRA-Lacl (N=137). Datos obtenidos a
partir de al menos dos transfecciones independientes.

GFP-Lacl GFP-Lacl-VP16 HIRA-Lacl
Conversioén de genes
Largo (2 o mas nt) 77% 45% 66%
Corto (1 nt) 3% 29% 21%
Total 80% 74% 87%
Mutacion puntual 20% 13% 11%
Insercion 0 13% 2%

Por lo tanto, la aceleracion de la diversificacion por VP16 e HIRA atados se debe a un aumento de los niveles de
mutacién con plantilla. En ambos casos, la mayoria de los tractos con plantilla contenian dos o mas mutaciones;
pero cerca de un tercio de los tractos contenia sélo una mutacién. En contraste, esencialmente todos los eventos de
conversion génica en las células de control GFP-Lacl contenian al menos dos mutaciones. Esto sugiere que los
cambios en la estructura de la cromatina donante pueden no solo acelerar la conversion de genes, sino también
limitar la extension de los tractos de conversion de genes; o que la conversion acelerada de genes puede fitular
factores que contribuyen a extender la longitud de los tractos de conversion.

HIRA atada aumenta la densidad de los nucleosomas

Los resultados anteriores muestran que VP16 e HIRA atadas tenian efectos comparables sobre el resultado de la
diversificacion de genes de Ig, aunque cada una tenia diferentes efectos locales: VP16 aumenté AcH3 y AcH4,
mientras que HIRA aumenté H3.3 y la carga de histonas en general. Para establecer cémo la carga de estos
diferentes factores podria afectar a la cromatina, se sonded la estructura de la cromatina utilizando nucleasa
micrococcica (MNasa). Se recolectaron los nucleos, se trataron con cantidades variadas de MNasa, se purifico6 ADN
gendmico, se resolvieron y se transfirieron, y después se probaron con ADN marcado homdlogo a las repeticiones
LacO. El patréon de digestion de MNasa de las células DT40 PoliLacO-A GFP-Lacl y DT40 PoliLacO-A GFP-Lacl-
VP16 aparecieron comparables por este ensayo (Figura 21). La digestién con altos niveles de MNasa produjo un
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producto de limite claro. Esta es la region del ADN (aproximadamente 150 pb) que contacta con el nucleosoma, y
por lo tanto se protege de la MNasa. El espaciamiento entre los nucleosomas individuales puede variar, causando
una liviana variacion en los tamafios de multimeros nucleosémicos producidos por digestion parcial, y produciendo
bandas caracteristicamente borrosas que migran mas lentamente en el gel.

Por el contrario, la digestion con MNasa de la cromatina a partir de células DT40 PoliLacO HIRA-Lacl revel6 un
patron diferente: se observd escalamiento distintivo que no se encontré en el control (Figura 21, derecha). La serie
claramente definida de productos de digestion se extendié a partir de los 1-meros producidos en la digestion limite
hasta 8-meros y mas alla; mientras que la escala se hizo borrosa en tamafios mas grandes que 4-meros en el
control y células que expresan VP16. Esto sugiere que atar la chaperona HIRA de histona aumenté la uniformidad
del tamafio del enlazante. Esto ocurriria si la densidad de nucleosomas locales se incrementara, consistente con el
papel conocido de HIRA como una chaperona de histona, asi como con la evidencia de que el sujetar HIRA
incremento el enriquecimiento local de H3.3 y H3 (Figura 18C).

Discusion

Este ejemplo ha mostrado que la conversion génica puede ser acelerada por cambios en la estructura de la
cromatina, y que existen al menos dos medios diferentes para este fin. La conversién de genes se aceleré en un
orden de magnitud al atar ya sea el activador, VP16, o la histona chaperona, HIRA, en la matriz yVA en la linea de
células DT40 B de pollo. El atar VP16 aumento los niveles de AcH3 y AcH4; mientras que atar HIRA no afecté a las
marcas de cromatina, pero aumentd la densidad de nucleosomas, en parte por la carga H3.3. El hecho de que
diferentes cambios en el estado de la cromatina permitan de manera similar la recombinaciéon homologa muestra
que la célula tiene rutas redundantes disponibles para regular los usos del ADN en la recombinacién.

El efecto de atar VP16 e HIRA en la diversificacion de genes de Ig es distinto del de atar la proteina de
heterocromatina HP1. El atar HP1 caus6 un aumento de casi 3 veces en las mutaciones puntuales, acompafnado de
una disminucién en las mutaciones con plantilla (Ejemplo 4). Estas diferencias muestran que la estructura de la
cromatina donante puede ser activada o reprimida para la reparacion del ADN dirigida por homologia, con
consecuencias sobre el resultado de la reparacion.

En la actualidad, se cree que la reparacion de homologia dirigida alélica predomina en fase S y depende de
cromatidas hermanas para plantillas. El potencial de alteraciones locales de la estructura de la cromatina para
activar las regiones para la reparacion dirigida por la homologia sugiere que la regulacion puede ser mas compleja y
requerir no solo la presencia de un donante homologo sino también la estructura de la cromatina que es propicia
para la reparacion.

La fijacion de HIRA o VP16 aceleré las tasas de diversificacion clonal promoviendo la mutaciéon con plantilla. En
ambos casos, se observé un aumento en la fraccion de mutaciones con plantilla en las que sélo un Unico cambio de
base plantilla fue evidente en el tracto de mutaciéon. Aunque estas mutaciones de "tracto corto" comprendian
solamente el 29% y el 21% de las mutaciones totales en los transfectantes VP16 y HIR1, respectivamente, esta
categoria de mutaciones estaba esencialmente ausente (3%) en los transfectantes GFP-Lacl.

Pueden surgir tramos de conversion de genes cortos si los factores necesarios para promover la conversion génica
de largo tramo no son suficientemente abundantes para soportar el aumento del gen en células en las que VP16 o
HIRA esta unido a PoliLacO. Alternativamente, el aumento de las mutaciones en esta categoria podria reflejar los
cambios en la estructura de la cromatina causada por atar estos factores, lo que podria afectar tanto la posicién del
nucleosoma como la longitud del enlazante.

La densidad de nucleosomas se incrementa al atar HIRA. Es probable que este aumento de densidad refleje la
disminucién de la longitud del enlazante. Si las regiones de enlazante son plantillas preferidas para la conversion de
genes, el acortamiento de esas regiones en los transfectantes de HIRA puede contribuir a la disminucion de la
longitud del tracto de conversion génica. El acortamiento de la longitud del nucleosoma puede alternativamente,
rehacer la fase de los nucleosomas de modo que, aunque la cromatina esté activa para la recombinacion, las
regiones no homologas entre el YV se vuelven menos accesibles.

El papel de HIRA en los pseudogenes es un nuevo ejemplo de como la carga de histonas afecta la reparacion del
ADN. El papel de HIRA en los pseudogenes no transcritos es particularmente interesante ya que muchos estudios
han encontrado la transcripcién requerida para la deposicion de novo de H3.3 (Ahmad and Henikoff, 2002a, Ahmad
and Henikoff, 2002b, Janicki et al, 2004, Wirbelauer et al, 2005). Los resultados sugieren ahora que la transcripcion
no es un requisito previo para la carga de H3.3.

Estos resultados aumentan nuestra comprension de las limitaciones ejercidas por las restricciones de la cromatina

sobre la recombinacién. Ademas, proporcionan una visién de la necesaria cromatinizacién de moléculas utilizadas
para la orientacion génica y/o terapia génica.

37



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2628973 T3

Referencias

Ahmad, K., and Henikoff, S. (2002a). Proc Natl Acad Sci U S A 99 Suppl 4: 16477-16484.
Ahmad, K., and Henikoff, S. (2002b). Mol Cell 9: 1191-1200.

Arakawa, H., et al.. (2002). Science 295: 1301-1306.

Brown, D.T. (2001). Genome Biol 2: REVIEWS0006.

Carpenter, A.E., et al. (2005).. Mol Cell Biol 25: 958-968.

Cummings, W.J., et al. (2007). See Example 4.

Hatanaka, A., et al. (2005).. Mol Cell Biol 25:1124-1134.

Henikoff, S. (2008).. Nat Rev Genet 9: 15-26.

Janicki, S.M., et al. (2004).. Cell 116: 683-698.

Kawamoto, T., et al. (2005).. Mol Cell 20: 793-799.

Kidd, J.M., et al. (2008).. Nature 453: 56-64.

Lupski, J.R. (2007). Nat Genet 39: S43-47.

Mcllwraith, M.J., et al. (2005).. Mol Cell 20: 783-792.

McKittrick, E., et al. (2004).. Proc Natl Acad Sci U S A 101: 1525-1530.
Neely, K.E., et al. (2002).. Mol Cell Biol 22: 1615-1625.

Niedzwiedz, W., et al. (2004).. Mol Cell 15: 607-620.

Prioleau, M.N., et al. (1999).. Embo J 18: 4035-4048.

Ray-Gallet, D., et al. (2002).. Mol Cell 9: 1091-1100.

Rodrigue, A., et al. (2006).. Embo J 25: 222-231.

Sale, J.E., et al. (2001).. Nature 412: 921-926.

Saribasak, H., et al. (2006).. J Immunol 176: 365-371.

Seo, H., et al. (2005).. Nat Biotechnol 23: 731-735.

Tagami, H., (2004).. Cell 116: 51-61.

Tumbar, T., et al. (1999).. J Cell Biol 145: 1341-1354.

West, S.C. (2003).. Nat Rev Mol Cell Biol 4: 435-445.

Wirbelauer, C., et al. (2005).. Genes Dev 19: 1761-1766.

Yabuki, M., et al. (2005).. Nat Immunol 6: 730-736.

Yamamoto, K., et al. (2005).. Mol Cell Biol 25: 34-43.

Ejemplo 6: Generacion de anticuerpos de diagnostico para mesotelina y HE4
Este ejemplo ilustra como se puede usar la invencion para desarrollar anticuerpos contra los biomarcadores de
cancer de ovario bien confirmados con mesotelina y HE4. Los anticuerpos identificados seran valiosos reactivos de

diagnéstico nuevos, afiadiendo redundancia util a ensayos clinicos. Este ejemplo valida ademas la utilidad de DT40
PoliLacO como una plataforma para la seleccion de anticuerpos de diagnéstico que reconocen otros biomarcadores.
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DT40 PoliLacO como vehiculo para el desarrollo de anticuerpos: identificacién de nuevos anticuerpos contra dos
biomarcadores ovaricos de cancer, mesotelina (Scholler et al., 1999; Frierson et al., 2003) y HE4 (Hellstrom et al.,
2003).

La mesotelina es un marcador de diferenciacion epitelial altamente expresado en células cancerosas de muchos
origenes, incluyendo el cancer de ovario (Robinson et al., 2003). HE4 (alias WFDC2) es un miembro de la familia de
la proteina del suero (WAP), cuyos miembros estan secretados en altos niveles y asociados con cancer, aunque la
funcién no se entiende (Bouchard et al., 2006). Hemos obtenido mesotelina recombinante y HE4. Estas proteinas se
expresan en levaduras como fusiones de biotina, lo que facilita la unién a perlas o placas con estreptavidina
acoplada para seleccion o ensayos ELISA (Scholler et al., 2006). También hemos obtenido anticuerpos de cadena
Unica (scFv) contra mesotelina y HE4 (Scholler et al., 2008), que proporcionan un estandar para la comparacion
inicial de afinidades de anticuerpos recientemente identificados.

Para identificar anticuerpos de alta afinidad para la mesotelina y HE4, se realiza la hipermutacion iterativa y la
seleccion clonal para el reconocimiento de cada antigeno recombinante. Los clones se expanden bajo condiciones
que aceleran la hipermutacién; son seleccionados para clones que se unen a mesotelina o HE4 con alta afinidad por
clasificacion de células activadas magnéticas; y la afinidad de anticuerpo de sobrenadantes se ensaya mediante un
ensayo ELISA. Las poblaciones que producen anticuerpos de alta afinidad se seleccionan adicionalmente para
aumentar la afinidad y la especificidad (Figura 3).

La seleccion puede iniciarse en tres poblaciones de 108 células cada una (correspondientes a 100 ml de cultivo).
Cada poblacion puede ser derivada de una sola célula aislada por dilucion limitante, y luego cultivada bajo
condiciones que aceleran la hipermutacion. Para minimizar el enriquecimiento de células "pegajosas”, que unen a
perlas por si mismas, antes del enriquecimiento para una especificidad deseada, cada poblaciéon se limpia primero
con perlas unidas a biotina. El enriquecimiento para una especificidad deseada se consigue convenientemente por
clasificacion de células activadas magnéticas (MACS). Utilizando MACS, es posible enriquecer muy rapidamente a
partir de tamafios de muestra muy grandes (10% células), logrando consistentemente un enriquecimiento de 100
veces de poblaciones que comprenden <0.1% de la muestra inicial (Volna et al., 2007). La poblacion seleccionada
se amplia y se vuelve a seleccionar utilizando el mismo protocolo.

Basandose en los resultados de otros (por ejemplo, Cumbers et al., 2002), se prevé que las células que producen
anticuerpos especificos para cada "antigeno" se recuperaran en 2-3 ciclos de hipermutacion iterativa y seleccion (2-3
semanas), y probablemente mas temprano. Se puede probar la afinidad de anticuerpos de las agrupaciones de
células mediante el ensayo ELISA; y cuando la afinidad esta en el intervalo de 1-10 nM, se realiza la clonacion de
dilucion limitante y se identifican los clones que identifican el anticuerpo de alta afinidad. La limitacion de la clonacion
por dilucién se lleva a cabo en medio que contiene IPTG, que libera el represor del operador para desacelerar la
hipermutacién. El anticuerpo producido a partir de estas poblaciones clonales se caracterizara adicionalmente, como
se describe a continuacion.

Se pueden utilizar tres criterios para establecer que este enfoque ha tenido éxito:

1. Afinidad y especificidad. La eficacia del desarrollo de anticuerpos se valida demostrando que la afinidad de
anticuerpos aumenta en el curso de la seleccion. Las afinidades de anticuerpos se miden por primera vez mediante
ensayos ELISA de diluciones de sobrenadante de células cultivadas durante 48 horas, en presencia de IPTG, para
minimizar la hipermutacién adicional, en medio despojado de IgM, para minimizar el fondo en el ELISA. Para
asegurar que los anticuerpos reconocen el antigeno y no el andamio recombinante en el que se muestra, la
reactividad se prueba con biotina y estreptavidina. Una comparacion concomitante de los anticuerpos anti-
mesotelina y anti-HE4 contra ambos antigenos recombinantes sirve como una prueba de reactividad cruzada. Las
afinidades se comparan con el control de los anticuerpos scFv dirigidos a la mesotelina o HE4. Después del
establecimiento de poblaciones clonales de alta afinidad, se determinara la Kd cuantitativamente por resonancia de
plasmon de superficie por Biacore.

2. Segmentacion de la mutagénesis. El mecanismo celular que hipermuta los genes del anticuerpo en el curso de la
seleccion clonal concentra las mutaciones en las CDR, los subdominios de las regiones V que contactan con el
antigeno. Se predice que los clones de alta afinidad aislados por hipermutacién acelerada y seleccion concentraran
de manera similar las mutaciones en las CDR. Para probar esto, se puede usar PCR de célula Unica para amplificar
las regiones VH y VL de células B individuales después de la seleccion de afinidad, secuenciar las regiones VH y VL
y comparar estas secuencias con las de la poblacién no seleccionada.

3. Mantenimiento de la especificidad y afinidad por cultivo con IPTG. El poder de esta plataforma para la produccion
de anticuerpos depende en parte de la capacidad de limitar la hipermutaciéon cuando se ha generado un clon de alta
afinidad. Para probar esto, se pueden cultivar poblaciones clonales en presencia y ausencia de IPTG, y comparar las
afinidades medias de cultivos expandidos por citometria de flujo de células unidas a mesotelina marcada con
fluorescencia o HE4. Se predice que las afinidades permanecen constantes en cultivos que contienen IPTG, pero
aumentan o disminuyen en cultivos que carecen de IPTG. De este modo, la distribucion de la sefial de fluorescencia
sera mas amplia en los cultivos que contienen IPTG.
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REIVINDICACIONES

1. Una célula B modificada para inducir reversiblemente la diversificacion de un gen diana, comprendiendo la célula
B:

(a) un elemento regulador cis unido operativamente a un gen diana, en el que el gen diana comprende un promotor y
una region codificadora; y

(b) un constructo de fusién que codifica un factor de fijacién fusionado a un factor de diversificacion, en el que el
factor de fijacion se une especificamente al elemento regulador cis de (a) y el factor de diversificacion induce
reversiblemente la diversificacion de la region codificadora.

2. La célula B de la reivindicacion 1, que es una célula B de pollo o una célula B humana DT40.

3. La célula B de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que el elemento regulador cis es un operador
de lactosa polimerizado (LacO) y el factor de fijacion es un represor de lactosa (Lacl) o el elemento regulador cis es
un operador de tetraciclina (TetO) y el factor de fijacion es el represor de la tetraciclina (TetR).

4. La célula B de la reivindicacion 3, en la que el factor de diversificacion es un regulador transcripcional, una
proteina asociada a la heterocromatina, una chaperona de histonas, un remodelador de cromatina, un componente
del complejo de poros nucleares, un regulador génico o una combinacion de los mismos.

5. La célula B de las reivindicaciones 3 o 4, en la que el factor de diversificacién es un factor de reparacion del ADN,
un factor de replicacion del ADN, una resolvasa, una helicasa, un regulador del ciclo celular, un factor de
ubquitilacion, un factor de sumoilacion o una combinacion de los mismos.

6. La célula B de la reivindicacion 4, en la que el regulador transcripcional es VP16 o E47 (codificado por E2A), la
proteina asociada a heterocromatina es HP1, la chaperona de histona es HIRA y/o el gen diana es un gen Ig
humano, por ejemplo, un gen IgL o un gen IgH y/o el gen diana comprende una region codificadora heterdloga y
regiones que codifican un dominio transmembrana y una cola citoplasmica suficiente para efectuar la visualizacion
del producto génico diana sobre la superficie de las células B.

7. Un método para producir un repertorio de polipéptidos que tienen secuencias variantes de un polipéptido de
interés, comprendiendo el método:

(a) cultivar la célula B de una cualquiera de las reivindicaciones 3-6 en condiciones que permiten la expresion del
factor de diversificacion, en el que el gen diana de la célula B contiene la regién codificadora del polipéptido de
interés, permitiendo de este modo diversificar la region codificadora; y

(b mantener el cultivo en condiciones que permitan la proliferacién de la célula B hasta que se obtenga una
pluralidad de células B y el repertorio deseado.

8. Un método para producir células B que producen un polipéptido de interés, comprendiendo el método:

(a) cultivar una célula B de una cualquiera de las reivindicaciones 3-6 en condiciones que permiten la expresion del
factor de diversificacion permitiendo de este modo la diversificacion de la region codificadora del polipéptido de
interés, en donde el gen diana de la célula B contiene la region codificadora del polipéptido de interés, y en el que la
célula B expresa el polipéptido de interés en la superficie de la célula B;

(b) seleccionar células del cultivo que se unen a un ligando que se une especificamente al polipéptido de interés
expresado en la superficie de las células B; y

(c) repetir las etapas (a) y (b) hasta seleccionar células que tienen una afinidad deseada para el ligando que se une
especificamente al polipéptido de interés.

9. El método de la reivindicacion 7 u 8, en el que el polipéptido de interés es una Ig.

10. El método de la reivindicacion 7 u 8, que comprende ademas 1) afiadir una molécula reguladora al cultivo, en
donde la molécula reguladora modula la unién del factor de fijacién al elemento regulador cis, modulando de este
modo la diversificacion de la region codificadora, 2) retirar una molécula reguladora del cultivo, en donde la molécula
reguladora modula la unién del factor de fijacion al elemento regulador cis, modulando asi la diversificacion de la
region codificadora y/o 3) modular la expresion de un gen regulador en la célula B, donde el gen regulador regula la
diversificacion, modulando asi la diversificacion de la region que codifica el polipéptido de interés.
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11. Un kit que comprende:

(a) una célula B modificada para inducir reversiblemente la diversificacién de un gen diana, comprendiendo la célula
B un elemento regulador cis ligado operativamente a un gen diana, en el que el gen diana comprende un promotor y
una region codificadora; y

(b) uno o mas recipientes; y

(c) uno o mas constructos de fusion almacenados en un contenedor de (b), en el que cada constructo de fusion es
expresable en la célula B y codifica un factor de fijacion fusionado a un factor de diversificacion, en el que el factor
de fijacién se une especificamente al elemento regulador cis de (a) y el factor de diversificacion induce
reversiblemente la diversificacion de la region codificadora.

12. El kit de la reivindicacion 11, en el que el elemento regulador cis es un operador de lactosa polimerizado (LacO)
y el factor de fijacion es un represor de lactosa (Lacl) o el elemento regulador cis es un operador de tetraciclina
(TetO) y el factor de fijacion es el represor de la tetraciclina (TetR).

13. El kit de las reivindicaciones 11 o 12, en el que el factor de diversificacion es un regulador transcripcional, una
proteina asociada a la heterocromatina, una chaperona de histonas, un remodelador de cromatina, un componente
del complejo de poros nucleares, un regulador génico o una combinacion de los mismos.

14. El kit de cualquiera de las reivindicaciones 11-13, en el que el factor de diversificacién es un factor de reparacion
del ADN, un factor de replicacion del ADN, una resolvasa, una helicasa, un regulador del ciclo celular, un factor de
ubquitilacion, un factor de sumoilacion o una combinaciéon de los mismos.

15. El kit de la reivindicacion 13, en el que el regulador transcripcional es VP16 o E47 (codificado por E2A), la
proteina asociada a heterocromatina es HP1, la chaperona de histona es HIRA y/o el gen diana es un gen Ig
humano, y/o el gen diana comprende una region codificadora heteréloga y regiones que codifican un dominio
transmembrana y una cola citoplasmatica suficiente para efectuar la visualizacion del producto génico diana sobre la
superficie de la célula B.

16. El kit de cualquiera de las reivindicaciones 11-15, en el que la célula B es una célula B de pollo o una célula B
humana DT40.

17. El kit de la reivindicacion 15 o 16, en el que el gen Ig humano es un gen IgL o un gen IgH.

18. El método de la reivindicacion 9, en el que el polipéptido de interés es IgL o IgL o ambos.
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