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DESCRIPCION
Generacion de moléculas de union
Antecedentes de la invencion

La capacidad de respuesta inmune de mamiferos para generar un amplio y diverso repertorio de anticuerpos en
respuesta a un antigeno ha sido explotada para una gama de aplicaciones en el diagndstico, terapia e investigacion
basica. En particular, los anticuerpos monoclonales, los productos de un Unico clon de células B, se han aplicado
ampliamente debido a su especificidad bien definida y facilidad de produccién. Tipicamente, los anticuerpos
monoclonales o la informaciéon genética que codifica anticuerpos monoclonales con especificidades deseables se
obtienen a partir de las células B de animales o seres humanos que han sido inmunizados con antigeno o infectados
por patégenos. Alternativamente, se pueden obtener anticuerpos monoclonales por uno de varios métodos basados
en ADN recombinante para construir y detectar bibliotecas de anticuerpos o fragmentos de anticuerpos expresados
en la superficie de bacteri6fagos o células eucariotas, o a partir de enfoques con silice.

Los anticuerpos monoclonales han encontrado un uso creciente en terapia humana para el tratamiento de una
variedad de enfermedades, incluyendo por ejemplo enfermedades inflamatorias cronicas y cancer. La
inmunogenicidad de los anticuerpos monoclonales xenogénicos limita su uso en la terapia de enfermedades
humanas. La exposicion de los pacientes a anticuerpos xenogénicos produce a menudo efectos adversos o puede
conducir a la neutralizacion y eliminacion del anticuerpo aplicado, reduciendo asi su eficacia farmacolégica (Clark,
2000). La administracion de anticuerpos monoclonales humanizados o completamente humanos a los pacientes
generalmente disminuye las complicaciones mencionadas, en particular cuando las secuencias de aminoacidos de
los anticuerpos no contienen epitopos que estimulen células T. Los anticuerpos codificados por segmentos génicos
V de cadena pesada y ligera de linea germinal humana no mutada, que contienen regiones CDR3 desprovistas de
epitopos de células T representan ejemplos ultimos de farmacos proteinicos con baja inmunogenicidad (Ruuls et al.,
2008; Harding et al., 2010). Por lo tanto, para aplicaciones terapéuticas, los anticuerpos monoclonales son
preferiblemente completamente humanos, no mutados y contienen pocos o ningun epitopo de células T para
prevenir la formacién de anticuerpos anti-farmaco.

Las células B de la sangre o de los drganos linfoides de los seres humanos se han utilizado como fuente de
anticuerpos monoclonales terapéuticos. Desde el descubrimiento de la tecnologia del hibridoma para la
inmortalizacion de células B murinas (Kohler et al., 1975) y la comprension de que esta tecnologia no podia
replicarse facilmente usando células B humanas, se han desarrollado varios métodos alternativos para la generacion
de anticuerpos monoclonales humanos. Tales métodos incluyen la transformacion de células B a través de la
infeccion por el virus de Epstein-Barr (Tragiai et al., 2004), la activacion a corto plazo y la expansion de células B
humanas por estimulacion con combinaciones de células estimuladoras, anticuerpos y citoquinas (Zubler
1987/Banchereau et al., 1991/Kim et al., 2001/Good et al., 2006, Ettinger et al., 2005) o transferencia de genes
mediada por retrovirus (Kwakkenbos et al., 2010), la clonacion de genes V de anticuerpo de células B humanas
individuales por PCR (Wrammert et al., 2010/Meijer et al., 2006), y la identificacion y selecciéon de células B que
secretan anticuerpos especificos de antigenos mediante ensayos de placas hemoliticas (Babcook et al., 1996). Las
técnicas de inmortalizacion o activacion de células B humanas son compatibles con sélo algunas etapas de
maduracién de células B y, ademas, debido a su baja eficiencia (simplemente 1-3% de células B) no son adecuadas
para la interrogacion eficiente de todo el repertorio de anticuerpos especificos generados durante una respuesta
inmune humana para anticuerpos con las caracteristicas deseadas (Reddy et al., 2011).

La clonacién de una célula, se ha utilizado un procedimiento en el que se colocan células B humanas individuales en
placas de pozos de microtitulacion para analisis, para eludir las bajas eficacias asociadas con procedimientos que
requieren la activacion y/o inmortalizacion de células B para obtener anticuerpos monoclonales humanos. En este
enfoque, se usa ARN de células B individuales para amplificar las regiones variables de la cadena pesada y ligera
(VH, VL) de anticuerpos por PCR. Los genes VH y VL se insertan entonces en vectores de expresion adecuados
para transfeccion en lineas celulares y posterior produccion de fragmentos de anticuerpo recombinantes o IgG de
longitud completa (Smith et al., 2009/Tiller et al., 2008). Alternativamente, los genes VH y VL amplificados pueden
usarse directamente para la transcripcion y traduccion in vitro para generar cantidades diminutas de anticuerpos
suficientes para el analisis de unién, pero no para evaluar la actividad funcional (Jiang et al., 2006). Usando estos
procedimientos, la produccién de anticuerpos monoclonales recombinantes no esta limitada a poblaciones de células
B distintas y no depende de estimulacién o inmortalizacion previa. El principal desafio en este enfoque es la
amplificacion especifica de genes de anticuerpos por RT-PCR de células individuales y la ocurrencia de
contaminacion cruzada durante el manejo de un gran nimero de reacciones de PCR. Otra limitacion practica es el
numero de células B individuales que se pueden manejar, que se restringe tipicamente a varios miles, lo que impide
un muestreo extenso del repertorio completo de anticuerpos generado durante una respuesta inmune. Finalmente, el
método se restringe al andlisis de células B humanas facilmente accesibles, tales como las derivadas de sangre y
médula ésea.

Los anticuerpos monoclonales humanos también pueden aislarse de bibliotecas de anticuerpos recombinantes en el
laboratorio, utilizando una de las plataformas para la selecciéon que esencialmente imita la respuesta de anticuerpos
in vivo (Hoogenboom, 2005). Por ejemplo, las tecnologias de presentacion explotan grandes colecciones de
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regiones variables de anticuerpos clonados expresadas en la superficie de particulas de fago, bacterias, células
eucariotas o ribosomas para seleccionar anticuerpos que se unen a antigenos de interés (Ponsel et al.,
2011/Clackson et al. 1991/Boder et al., 1997/Fuchs et al., 1991/Lee et al., 2007/Chao et al., 2006). Las regiones VH
y VL insertadas en estos sistemas de presentacion se combinan aleatoriamente para formar colecciones de sitios de
union a anticuerpos, es decir, fragmentos de anticuerpos IgG intactos, que requieren un plegado y montaje
correctos, por ejemplo, en células procariotas para su recuperacion mediante métodos de union al antigeno. Los
métodos de presentacidon no permiten la recuperacién de anticuerpos de las bibliotecas a través de cribado
funcional. En los enfoques de presentacion, se anula el emparejamiento original de cadenas pesadas y ligeras vy,
ademas, se pierde ADN codificante de anticuerpo como resultado del uso de enzimas de restriccién durante el
procedimiento de clonacion. El éxito de la recuperacién de las especificidades deseadas del anticuerpo dentro de las
técnicas de descubrimiento de anticuerpos in vitro depende no sélo del plegamiento y expresion exitosos de los
fragmentos de anticuerpo recombinantes, por ejemplo, en células procariotas sino también en una gama de
parametros de cribado utilizados durante la seleccion de anticuerpos. Estos incluyen la naturaleza de la plataforma
de presentacion, la concentracion de antigeno, la avidez de unién durante el enriquecimiento, el nimero de rondas
de seleccién y el disefio y diversidad de las bibliotecas de anticuerpos (Hoogenboom 2005/Cobson et al.,
2008/Persson et al., 2006). Por lo tanto, debido a procedimientos experimentales, los requisitos de plegamiento para
la expresion de fragmentos de anticuerpo en células procariotas y parametros que afectan al éxito de la
recuperacion de anticuerpos durante las selecciones, los sistemas de presentaciéon no permiten la exploracion
completa de los repertorios de anticuerpos y no permiten el cribado funcional directo de anticuerpos humanos. De
hecho, los fragmentos de anticuerpos especificos de antigeno pueden perderse durante rondas posteriores de
seleccion de antigenos de bibliotecas de presentacion en fagos (Ravn et al., 2010).

Se han construido ratones transgénicos que albergan colecciones de genes de anticuerpo humano para aliviar
algunas de las restricciones asociadas con el uso de células B humanas como material de partida para la generacion
de anticuerpos monoclonales humanos (Lonberg 2005). Tales ratones pueden inmunizarse con cualquier antigeno y
sus organos linfoides son facilmente accesibles para la recolecciéon de células B. Una vez que el ratén transgénico
ha sido inmunizado, pueden obtenerse los monoclonales mediante generacion tradicional de hibridomas, mediante
tecnologias de presentacion o utilizando enfoques que implican la recoleccion, la siembra en placa y el cribado de
células B, seguido por aislamiento de genes de mAb y clonacion en lineas celulares de produccion.

Para la generacion de hibridomas, se recogen células B de érganos linfoides murinos y se fusionan con células de
mieloma para formar lineas celulares secretoras de anticuerpos monoclonales inmortalizadas. La baja eficiencia de
la fusidn celular en la formacion de hibridomas permite la interrogacion de sélo una fraccion del repertorio de
anticuerpos y esta restringida a poblaciones de células B que son susceptibles de fusidon. Si no se forma un
hibridoma satisfactorio, se hace dificil obtener el anticuerpo frente a antigenos estimulantes tales como proteinas de
membrana. Por lo tanto, el aumento del nimero de hibridomas es un paso crucialmente importante en el cribado del
repertorio de células B especificas de antigeno de ratones inmunizados y la obtencién de anticuerpos monoclonales
con alta afinidad, especificidad y actividad funcional deseada (Kato et al., 2011/Li et al. 1994, Crowe, 2009). En los
protocolos de fusidbn mas eficientes que implican la estimulacion previa de células B y la electrofusion,
aproximadamente 1 en 1000 células B se fusiona con éxito con una célula de mieloma para convertirse en un
hibridoma que secreta anticuerpos (Kato et al., 2011). La tecnologia de hibridoma y otros métodos de inmortalizacion
de células B interrogan las células productoras de anticuerpos en las poblaciones celulares de células B pre-
plasmaticas, especificamente en células B de memoria, o en blastos de plasma de corta vida en circulaciéon
(Wrammert et al., 2008).

Se pueden usar células B de ratones transgénicos inmunizados con genes de anticuerpo humano para obtener
colecciones de regiones VH y VL que se combinan aleatoriamente para formar bibliotecas de presentacion
combinatorio de fragmentos de anticuerpos humanos. Como se ha expuesto anteriormente, debido a procedimientos
experimentales, los requisitos de plegado para la expresion de fragmentos de anticuerpo en células procariotas y
parametros que afectan al éxito de la recuperaciéon de anticuerpos durante las selecciones, los sistemas de
presentacion no permiten la exploraciéon completa de los repertorios de anticuerpos y no permiten el cribado
funcional directo de anticuerpos monoclonales humanos. Se ha utilizado la secuenciacién de alto rendimiento para la
secuenciacion de repertorios de anticuerpos derivados de células plasmaticas de médula ésea de ratones
inmunizados con proteinas (Reddy et al., 2010). Se encontré que, en la poblacion de células plasmaticas purificadas,
los repertorios de VH y VL estaban altamente polarizados con las secuencias mas abundantes representando 1-10%
de todo el repertorio (Reddy et al.,, 2010). Los genes de VH y VL mas abundantes se emparejaron al azar,
expresados como moléculas de IgG y se cribaron para su union al antigeno inmunizante. Una desventaja del
apareamiento aleatorio es que solo se encontré que el 4% de los anticuerpos asi generados se unen al antigeno
inmunizante. Estos anticuerpos tenian afinidades bajas y/o niveles de expresidon deficientes y se observéo con
frecuencia agregacion. La baja proporcion de anticuerpos especificos podria mejorarse emparejando los genes de
VH y VL con base en su frecuencia relativa en la recoleccion de secuencias. En ese caso, después de la expresion
recombinante, se encontré que aproximadamente el 75% de los anticuerpos se unian al antigeno (Reddy et al.,
2010). La desventaja del emparejamiento de VH/VL de acuerdo con las frecuencias relativas es que las colecciones
de genes V obtenidos por secuenciacion de alto rendimiento pueden contener secuencias de VH y VL que estan
presentes en frecuencias similares a pesar de que se derivan de diferentes clones de células B y por lo tanto pueden
no representar un par natural y no pueden formar una molécula de anticuerpo funcional. El emparejamiento de
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regiones VH y VL con base en la frecuencia es por lo tanto imprecisa y puede conducir a la generacion y cribado de
muchos anticuerpos que tienen pares VH/VL no coincidentes que codifican anticuerpos de baja afinidad o
anticuerpos que no se unen al objetivo de interés. De hecho, se ha demostrado que el emparejamiento de VH/VL
con base en frecuencias relativas produce una alta proporcion de anticuerpos de afinidad modesta a baja (Reddy et
al., 2010). Esto implica que el emparejamiento de VH/VL con base en la alta frecuencia de genes VH y VL presentes
en grandes colecciones de secuencias no es predictivo para la generacion de anticuerpos de alta afinidad. Por lo
tanto, tal enfoque proporciona sélo pequeinias cantidades de combinaciones de VH/VL que codifican anticuerpos
especificos de antigeno que generalmente se encontré que tienen afinidades bajas (Reddy et al., 2010).

Otra desventaja del método descrito por Reddy et al. es que se basaba en células plasmaticas como fuente de
anticuerpos monoclonales especificos de antigeno. Las células plasmaticas representan sélo una pequefa
subpoblacion de células B que contribuyen a la diversidad de anticuerpos generada durante una respuesta inmune.
Como resultado, no se recuperan anticuerpos especificos de antigenos producidos por otras poblaciones de células
B durante una respuesta inmune. Estas poblaciones incluyen células plasmaticas de corta vida, células B de
transicion, células B de centro germinal y células B de memoria de IgM e IgG presentes en érganos linfoides. Al
comparar los repertorios de anticuerpos en estas diversas poblaciones de células B, se observaron cambios
significativos (Wu, et al., 2010) lo que implica que se captura un repertorio de anticuerpos mas amplio cuando se
incluyen mas poblaciones de células B como fuente de VH/VL en secuenciacion profunda.

Con base en lo anterior, se puede concluir que existe la necesidad de generar anticuerpos y enfoques de seleccion
que faciliten la interrogacion de repertorios de anticuerpos enteros para anticuerpos codificados por pares de VH/VL
originales con caracteristicas de unidon deseables y actividades funcionales.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 representa los 4 cebadores inversos CH1 de ratén y su posicion dentro de la region CH1 se resaltan (1)
CH1rev0 de ratén; (2) CH1rev1; (3) CH1rev2; (4) CH1rev3.

La Figura 2 representa la amplificacion de VH con el cebador hacia adelante DO_1177 y diversos cebadores
inversos CH1. Carril 1: DO_1171; Carril 2: DO_1172; Carril 3: DO_1173; Carril 4. DO_1174; Carril 5: control
negativo.

La Figura 3 es una grafica que muestra la respuesta inmunitaria del huésped frente a la porcion Fc de la proteina de
fusion Fc-EGFR tras la inmunizacion.

La Figura 4 representa el titulo en suero de IgG especifico de ErbB2 en ratones vacunados con ErbB2.
La Figura 5 representa el titulo en suero de 1gG especifico de HA en ratones vacunados con HA.

La Figura 6 representa la afinidad relativa de los sueros policlonales de IgG anti-ErbB2 de ratones vacunados con
ErbB2 como se determiné mediante ELISA.

La Figura 7 es un grafico que muestra la comparacion de los porcentajes de células B 1gG por el total de células B
de iLN totales por estrategia de vacunacion y por antigeno.

La Figura 8 muestra un analisis nativo de SDS-PAGE de una preparacion de anticuerpo biespecifico humano de VL
simple purificado por proteina A. PM: peso molecular. Carril 1, anti-tiroglobulina x antifibrinégeno biespecifico.

La Figura 9 representa un analisis nativo de espectrometria de masas de un anticuerpo biespecifico humano VL
simple purificado por proteina A para fibrindgeno y tiroglobulina producido por cotransfeccion de células HEK293. El
pico principal de 144352 Da es la especie biespecifica de IgG heterodimérica (96% de IgG total), mientras que los
picos menores de 144028 Da (3% de IgG total) y 142638 Da (1% de IgG total) son las especies de IgG parentales
homodiméricas.

La Figura 10 es un grafico que muestra la potencia del mAb especifico de EGFR para rescatar células A431 de la
muerte celular inducida por EGF.

Sumario de la invencién

Para recapitular, para la seleccion y cribado de todo el repertorio de anticuerpos producidos durante una respuesta
inmune, es necesario explotar técnicas que permitan la recuperacion eficiente de células B expandidas clonalmente,
impulsadas por antigenos, de varios fenotipos y subpoblaciones y/o la informacion genética que codifica los
anticuerpos correspondientes como pares VH/VL originales. La presente invencion proporciona un método para
interrogar eficiente y exhaustivamente el amplio espectro de anticuerpos generados por poblaciones de células B.
Preferiblemente, estas diversas poblaciones de células B se obtienen a partir de animales transgénicos, por ejemplo,
ratones, que albergan genes de anticuerpos humanos para facilitar la inmunizacién con cualquier antigeno deseable
y generar anticuerpos para aplicacion terapéutica en seres humanos. Estos ratones transgénicos tienen un
repertorio limitado de VL, preferiblemente una Unica VL reordenada humana. El método es independiente de los
procedimientos de inmortalizacién o activaciéon de células B, facilita el cribado de repertorios de anticuerpos a partir
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de células B obtenidas esencialmente de todos los 6rganos linfoides y no requiere analisis de células B individuales.
Preferiblemente, para analizar eficazmente todo el repertorio de anticuerpos generados durante una respuesta
inmune, se analizan las células B de cada etapa de diferenciacion y linaje y presentes en drganos linfoides
relevantes tales como nddulos linfaticos, bazo y sangre para detectar la presencia de anticuerpos monoclonales de
especificidad deseada y caracteristicas tales como afinidad y actividad funcional. Por lo tanto, el método puede
dirigirse a toda la poblacion de células B en 6rganos linfoides o enfocarse en subpoblaciones de células B que se
distinguen con base en caracteristicas fenotipicas tales como células B transicionales, células B de memoria, células
de plasma de corta vida y similares. Ademas, el método permite el cribado directo de anticuerpos por las
caracteristicas de union, asi como la actividad funcional en el formato de anticuerpo relevante que es representativo
para su eventual aplicacion en terapia humana. La invencién proporciona ademas métodos y medios para la
produccion de estos anticuerpos seleccionados en los formatos deseados, asi como estos anticuerpos y sus propios
usos. Estos usos incluyen arreglos, asi como productos farmacéuticos.

Formas de realizacion

La invencion proporciona un método de acuerdo con las reivindicaciones para producir una poblacién definida de
moléculas de union, dicho método comprende al menos las siguientes etapas: a) proporcionar una poblacion de
células B que expresan un repertorio limitado de VL en el que esencialmente todas las células B portan al menos un
VL, b) obtener acidos nucleicos (ARN o ADN) de dichas células B, c) opcionalmente, amplificacion de secuencias de
acido nucleico que codifican regiones variables de cadena pesada de inmunoglobulina en dicha muestra, d)
secuenciacion al menos parcial de todos los acidos nucleicos obtenidos de la etapa b) o los productos de
amplificacion de la etapa c), e) realizar un analisis de frecuencia de las secuencias de la etapa d), f) seleccionar las
secuencias deseadas de VH, g) proporcionar una célula huésped con al menos un vector que comprende al menos
una de dichas secuencias de VH deseadas y/o al menos una secuencia de VL de dicho repertorio limitado de VL, h)
cultivar dichas células huésped y permitir la expresion de polipéptidos de VH y/o VL, i) obtener dichas moléculas de
union. Alternativamente, las etapas c) y d) se pueden reemplazar o complementar mediante las etapas alternativas c'
y d" c') construir una biblioteca de ADNc que se criba para las secuencias de ADN especificas de la region VH
mediante sondeo con una sonda de acido nucleico especifica para las secuencias de las regiones VH y d')
secuenciar al menos parcialmente los clones que contienen insertos de VH. Cuando se menciona VH o VL, también
se prevén derivados funcionales y/o fragmentos de los mismos.

El término "obtencidon de acidos nucleicos" tal como se utiliza en la etapa b) de la presente invencion incluye
cualquier método para recuperar la secuencia de nucleétidos de acidos nucleicos que codifican secuencias de VH.

El término "poblacién definida de moléculas de union" tal como se usa en la presente memoria se refiere a al menos
dos anticuerpos que se unen a al menos un antigeno o epitopo de interés seleccionado. Preferiblemente, la
poblacién definida de moléculas de union comprende al menos una porcion significativa, preferiblemente al menos la
mayoria y lo mas preferiblemente esencialmente todas las moléculas de union especificas dirigidas contra el
antigeno o epitopo de interés generado durante una respuesta inmune. Mas preferiblemente, una poblacién de
moléculas de unién comprende entre cientos y varios miles de moléculas de unién, que representan una porcion
significativa de anticuerpos Unicos especificos del antigeno, presentes, por ejemplo, en un ratén inmunizado con
dicho antigeno. La poblacion de moléculas de union de la presente invencion puede tener diferentes especificidades
y/o afinidades; es decir, puede unirse a diferentes epitopos del antigeno seleccionado o puede unirse al mismo
epitopo con diferentes afinidades. El término "anticuerpo” tal como se utiliza en la presente memoria significa una
proteina que contiene uno o mas dominios que se unen a un epitopo sobre un antigeno, en donde dichos dominios
se derivan o comparten homologia de secuencia con la regiéon variable de un anticuerpo. Los anticuerpos son
conocidos en la técnica e incluyen varios isotipos, tales como 1gG1, 1gG2, IgG3, 1gG4, IgA, IgD, IgE e IgM. Un
anticuerpo de acuerdo con la invencidon puede ser cualquiera de estos isotipos, o un derivado funcional y/o
fragmento de estos. Ejemplos de anticuerpos de acuerdo con la invencion incluyen anticuerpos de longitud
completa, fragmentos de anticuerpo, anticuerpos biespecificos, inmunoconjugados y similares. Los fragmentos de
anticuerpo incluyen fragmentos Fv, scFv, Fab, Fab', F(ab'), y similares. Los anticuerpos de acuerdo con la invencion
pueden ser de cualquier origen, incluyendo murino, de mas de un origen, es decir, quiméricos, humanizados o
totalmente humanos. Cuando se utiliza el término fragmento funcional y/o derivado en esta memoria descriptiva, se
pretende transmitir que al menos una de las funciones, preferiblemente las funciones caracterizadoras de la
molécula original, se conservan (en clase no necesariamente en cantidad). La uniéon a anticuerpos se define en
términos de especificidad y afinidad. La especificidad determina qué antigeno o epitopo del mismo esta unido por el
dominio de union. La afinidad es una medida de la fuerza de unién a un antigeno o epitopo particular. La unién
especifica se define como la union con afinidades (Kp) de al menos 1 x 10° M, mas preferiblemente 1 x 107 M, mas
preferiblemente mayor a 1 x 10 M. Tipicamente, los anticuerpos monoclonales para aplicacion terapéutica pueden
tener afinidades de hasta 1 x 107" M o incluso mas altas.

El término "antigeno" tal como se utiliza en la presente memoria significa una sustancia o molécula que, cuando se
introduce en el cuerpo, desencadena la produccidon de un anticuerpo por el sistema inmune. Un antigeno, entre
otros, puede derivarse de organismos patogenos, células tumorales u otras células aberrantes, de haptenos, o
incluso de estructuras propias. A nivel molecular, un antigeno se caracteriza por su capacidad para ser "unido" por el
sitio de union al antigeno de un anticuerpo. En ciertos aspectos de la presente invencién también se pueden
considerar como un "antigeno" mezclas de antigenos. Un antigeno comprendera al menos un epitopo. El término
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"epitopo", tal como se utiliza en la presente memoria, significa la parte de un antigeno que es reconocida por el
sistema inmunoldgico, especificamente por anticuerpos, células B o células T. Aunque se cree usualmente que los
epitopos se derivan de proteinas que no son propias, las secuencias derivadas del huésped que se pueden
reconocer también se clasifican como epitopos/antigenos.

Una "poblacién de células B" tal como se utiliza en la presente memoria puede ser cualquier coleccién de células B.
Las células B pueden estar presentes como una subpoblacién de otras células en una muestra. Puede derivarse de
uno o mas individuos de la misma o de diferentes especies. El término "poblacién de células B" significa un grupo de
células B obtenido de al menos un animal. En una realizacién preferida, una poblacién de células B comprende
esencialmente todas las células B esplénicas. En una realizacion mas preferida, la poblacién comprende ademas
esencialmente todas las células B obtenidas a partir de al menos un ganglio linfatico. La poblacién de células B
comprende células B obtenidas del bazo y/o al menos un ganglio linfatico. En una realizacion particularmente
preferida, una poblacion de células B comprende esencialmente todas las células B obtenidas a partir de uno o mas
organos linfoides que albergan las células B que se han expandido clonalmente como resultado de la estimulacion
del antigeno. Los métodos para obtener tales poblaciones de células B son conocidos en la técnica. De esta
poblacién de células B, esencialmente todas las células B portan al menos una VL. Esencialmente, todas las células
B en la poblacion de células B expresan un repertorio limitado de VL. En una realizacién mas preferida,
esencialmente todas las células B en la poblacién de células B portan la misma VL.

El término "repertorio limitado de VL" usado aqui significa una cohorte restringida de regiones VL que soporta la
generacion de una respuesta inmune robusta tras la inmunizacion y permite el montaje eficiente de pares VH/VL
originales con regiones VH identificadas mediante la construccion de mapas de calor de CDR3 de cadena pesada.
El repertorio limitado de VL comprende no mas de 10, mas preferiblemente no mas de 3 o 2 regiones VL diferentes,
limitando asi adicionalmente el nimero de diferentes combinaciones de VH/VL y aumentando la frecuencia de los
pares originales de VH/VL. En la realizacion mas preferida, el repertorio limitado de VL comprende no mas de una
Unica region VL. La ventaja de una uUnica VL es que todos los anticuerpos que se generan al encontrarse con un
antigeno comparten la misma VL y se diversifican sélo en el uso de VH. Una VL se define por la combinacion
particular de los segmentos génicos V y J de la linea germinal y la region CDRS3 e incluye variantes mutadas
somaticamente de dicha VL. Por lo tanto, la poblacién de células B que expresan un repertorio limitado de VL puede
significar que se expresa menos de 10, o 3 0 2 VL o mas preferiblemente una Unica VL. En una realizacién preferida,
todas las VL en el repertorio limitado de VL son resistentes a los reordenamientos de ADN y/o a las hipermutaciones
somaticas, preferiblemente, la VL tiene una secuencia de linea germinal. La secuencia de la linea germinal preferida
es una region variable de cadena ligera que se usa frecuentemente en el repertorio humano y tiene una capacidad
superior para emparejarse con muchas regiones VH diferentes y tiene buena estabilidad termodinamica, rendimiento
y solubilidad. Una cadena ligera de la linea germinal mas preferida es 012, preferiblemente la cadena ligera kappa
de la linea germinal reordenada IgVK1-39*01/ IGJK1*01 (nomenclatura de acuerdo con la base de datos IMGT
http://www.imgt.org) o un fragmento o un derivado funcional de la misma. Esta unica VL también se conoce como VL
comun, o cadena ligera comun. Obviamente, los expertos en la técnica reconoceran que "comun” también se refiere
a equivalentes funcionales de la cadena ligera de los que la secuencia de aminoacidos no es idéntica. Existen
muchas variantes de dicha cadena ligera en las que estan presentes mutaciones (supresiones, sustituciones,
adiciones) que no influyen materialmente en la formacion de regiones de unién funcionales. Una "cadena ligera
comun" de acuerdo con la invencion se refiere a cadenas ligeras que pueden ser idénticas o tener algunas
diferencias de secuencia de aminoacidos conservando al mismo tiempo la especificidad de unién del anticuerpo. Es
posible, por ejemplo, dentro del alcance de la definicion de cadenas ligeras comunes como se usa en la presente
memoria, preparar o encontrar cadenas ligeras que no son idénticas, pero siguen siendo funcionalmente
equivalentes, por ejemplo, introduciendo y probando cambios conservadores de aminoacidos, cambios de
aminoacidos en regiones que no contribuyen o solo parcialmente a la especificidad de uniéon cuando se emparejan
con la cadena pesada, y similares. Es un aspecto de la presente invencion usar como VL uUnica una cadena ligera
idéntica que puede combinarse con diferentes cadenas pesadas para formar anticuerpos con dominios funcionales
de unidn a antigenos (W02004/009618, WO2009/157771, Merchant et al., 1998, Nissim et al. Al., 1994).

Los términos "amplificacion de secuencias de acidos nucleicos que codifican regiones variables de cadena pesada
de inmunoglobulina" y "secuenciacion (al menos parcialmente) de acidos nucleicos" tienen sus significados
habituales en la técnica.

El término "analisis de frecuencia" tiene su significado habitual en la técnica. Para una explicacion mas detallada del
término, véase, por ejemplo, el ejemplo 1 de la presente invencion.

El término "secuencias de VH deseadas" significa aquellas secuencias de VH que, con base en el andlisis de
frecuencia, se producen en respuesta a la exposicion a un antigeno. Se supone que estos codifican regiones VH que
son especificas para dicho antigeno. Tipicamente, una respuesta inmune a un antigeno en un raton implica la
activacion de aproximadamente 100 clones de células B diferentes (Poulsen et al., J Immunol 2011; 187; 4229-
4235). Por lo tanto, es mas preferido seleccionar los 100 clones mas abundantes. Mas practicamente, se
seleccionan al menos 20, preferiblemente alrededor de 50 clones abundantes.

Las "células huésped" de acuerdo con la invencién pueden ser cualquier célula hospedadora capaz de expresar
moléculas de ADN recombinante, incluyendo bacterias, levaduras, células vegetales, eucariotas con una preferencia

6



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2636 239 T3

por células de mamifero. Particularmente cuando se desean formatos de anticuerpos mayores, las células
bacterianas no son adecuadas y se prefieren las células de mamifero. En la técnica se conocen células huésped de
mamifero adecuadas para la expresion de moléculas de anticuerpo.

Un aspecto de la invencion es proporcionar un método de acuerdo con la invencién como se ha descrito
anteriormente, que comprende ademas tomar una muestra de dichas células cultivadas, comprendiendo la muestra
al menos uno de dichos anticuerpos y someter las muestras a al menos un ensayo funcional y seleccionar al menos
una célula que exprese una molécula de unién con las caracteristicas deseadas.

Un "ensayo funcional" tal como se usa en la presente memoria significa un ensayo para establecer propiedades tales
como especificidad de unién, afinidad, actividad neutralizante, muerte de células tumorales, inhibicion de la
proliferacién o cualquier otra caracteristica o actividad funcional deseada de la molécula de unién producida de
acuerdo con los métodos de la invencion. Tales ensayos se usan para determinar tempranamente si los anticuerpos
obtenidos son adecuados para el proposito deseado. Dicho objetivo deseado puede ser una aplicacion de
diagndstico y/o terapéutica. En una realizacion de la invencion, el método de acuerdo con las reivindicaciones
comprende ademas la etapa de recoger los sobrenadantes de las células cultivadas, los sobrenadantes que
contienen dichos anticuerpos y someter los sobrenadantes a al menos un ensayo funcional. Independientemente de
un ensayo funcional como se ha descrito anteriormente, la presente invencion también compila formas de determinar
la identidad de los anticuerpos, utilizando métodos conocidos en la técnica.

Un aspecto de la invencion es proporcionar un método de acuerdo con la invencién como se ha descrito
anteriormente, que comprende ademas proporcionar a dicha célula huésped medios para la expresion de al menos
una VH y VL en un formato de inmunoglobulina. Los formatos tipicos de inmunoglobulinas y moléculas similares a
anticuerpos que son adecuados para propodsitos particulares son bien conocidos en la técnica. Para terapia, estas
moléculas serian tipicamente monoclonales completamente humanas (mono o biespecificas, y/o mezclas de los
mismas, es decir, Oligoclonics®). Para la obtencion de imagenes estas moléculas serian tipicamente fragmentos de
anticuerpo, y asi sucesivamente. Los formatos deseados incluyen, pero no se limitan a inmunoglobulinas intactas,
formatos biespecificos tales como DARTSMR, BiTEsMR, anticuerpos biespecificos de cadena ligera sencilla (Merchant
et al., 1998) incluyendo biespecificos modificados con CH3 tales como variantes botén en ojal o variantes de CH3
modificadas con carga, anticuerpos DVD-Ig (Wu et al.,, 2007), mezclas de anticuerpos (de Kruif et al., 2009) y
similares. En un aspecto preferido, dicho formato deseado comprende al menos una molécula de inmunoglobulina,
y/o al menos un anticuerpo biespecifico. En una realizacion preferida adicional, la poblacion de células B que se
proporciona para el método de acuerdo con las reivindicaciones esta enriquecida para células B que expresan
receptores de inmunoglobulina que se unen al antigeno. Dicho enriquecimiento puede ocurrir cuando una célula B
encuentra antigeno (por ejemplo, cuando un ratén se inmuniza con un antigeno) y se activa para dividir para generar
un clon de células B. Es un objetivo de la presente invencion proporcionar un método de acuerdo con las
reivindicaciones que proporciona adicionalmente clones de células B en donde dicha recopilacion de clones de
células B comprende una coleccion de regiones VH que estan enriquecidas para regiones VH que codifican
anticuerpos dirigidos al antigeno o epitopo de interés. Dicho enriquecimiento de las regiones VH se obtiene
preferiblemente mediante la inmunizacion de un ratén con antigeno. El enriquecimiento puede llevarse a cabo, por
ejemplo, tomando Unicamente los clones de células B obtenidos a partir de animales expuestos al antigeno como
poblacién de partida que se seleccionan a través de un proceso de reconocimiento de antigeno, es decir, utilizando
métodos de seleccion que comprenden antigeno recubierto o marcado. Tipicamente, se seleccionan los 20 clones
mas abundantes, preferiblemente los 50 clones mas abundantes, mas preferiblemente los 100 clones mas
abundantes; mas preferiblemente, se seleccionan los 200 clones mas abundantes.

En una realizacion preferida, las regiones VH especificas del antigeno estan relacionadas clonalmente. En otra
realizacion preferida, la poblacién de células B esta altamente enriquecida en células B que expresan receptores de
inmunoglobulina que se unen al antigeno. En este caso, la mayoria de las células B que se proporcionan seran
especificas del antigeno y, por lo tanto, puede no ser necesaria una etapa de amplificacion de todas las secuencias
de acido nucleico que codifican regiones VH y todos los acidos nucleicos aislados de dichas células B pueden ser, al
menos parcialmente, secuenciados directamente. Por lo tanto, un aspecto de la presente invencién es proporcionar
un método de acuerdo con las reivindicaciones, comprendiendo dicho método al menos la etapa de proporcionar
una poblacién de células B que expresan un repertorio limitado de VL en el que dichas células B comprenden una
coleccion de regiones VH que se enriquecen para regiones VH que codifican anticuerpos dirigidos al antigeno o
epitopo de interés.

Un aspecto de la invencion es proporcionar un método de acuerdo con la invencién, en donde dicha poblacién de
células B se obtiene a partir de un ratén transgénico que porta un repertorio limitado de VL, preferiblemente humano.

Un aspecto de la invencién es proporcionar un método de acuerdo con la invencion, en el que dicho ratén ha sido
inmunizado de tal manera que se induce preferentemente la expansion clonal selectiva de células B que reaccionan
con el antigeno o epitopo de interés.

Dicho repertorio limitado de VL consiste en menos de 10, 0 3 0 2 VL. Lo mas preferiblemente se expresa una Unica
VL. En una realizacién preferida, todas las VL en el repertorio limitado de VL son resistentes a los reordenamientos
de ADN vy/o a las hipermutaciones somaticas, preferiblemente, la VL tienen una secuencia de linea germinal. La
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secuencia de la linea germinal preferida es una region variable de cadena ligera que se usa frecuentemente en el
repertorio humano y tiene una capacidad superior para emparejarse con muchas regiones VH diferentes y tiene
buena estabilidad termodinamica, rendimiento y solubilidad. Una cadena ligera de linea germinal mas preferida es
012.

En una realizacién particularmente preferida, dicho repertorio limitado de VL consta de una Unica VL humana
reordenada, preferiblemente la cadena ligera kappa de linea germinal reordenada IgVK1-39*01/IGJK1*01
(nomenclatura de acuerdo con la base de datos IMGT http: // www. imgt.org) o un fragmento o un derivado funcional
del mismo.

Un "protocolo de inmunizacién que provoca la expansion selectiva de células B" tal como se usa en la presente
memoria significa que las inmunizaciones primarias y de refuerzo estan disefiadas para causar expansiones
selectivas de células B que producen anticuerpos que se unen al antigeno o epitopo de interés. El protocolo de
inmunizacién puede usar, por ejemplo, diferentes formas o fragmentos del antigeno durante la inmunizacién primaria
y cada inmunizacion subsiguiente de refuerzo. Por ejemplo, el antigeno puede expresarse en la membrana de una
célula, una proteina recombinante, una proteina recombinante fusionada a otra proteina, un dominio de una proteina
o un péptido de una proteina. El protocolo de inmunizaciéon puede incluir el uso de un adyuvante durante las
inmunizaciones primarias y/o de refuerzo. En una realizacion preferida, se usa un adyuvante durante la inmunizacion
primaria so6lo para limitar el grado de expansion no especifica de las células B espectadoras. Las células B
espectadoras son células que se activan sin la etapa de union del antigeno al receptor del anticuerpo expresado en
la superficie de la célula B. Se conoce en la técnica que la inmunizaciéon con proteinas de fusion Fc, por ejemplo, a
menudo da como resultado una respuesta anti-Fc robusta en la que hasta aproximadamente el 70% de todas las
células B reaccionan a la parte Fc de la proteina de fusion en lugar de al antigeno de interés. En una realizacion
particularmente preferida, se utiliza un protocolo de inmunizacion sin adyuvante para expandir preferentemente las
células B que han sido activadas por el antigeno utilizado para la inmunizacion. Por lo tanto, un aspecto de la
invencion es proporcionar un método de acuerdo con las reivindicaciones, comprendiendo dicho método al menos la
etapa de proporcionar una poblacion de células B que expresan un repertorio limitado de VL, en el que dicha
poblacién de células B se obtiene a partir de un raton transgénico que porta un repertorio limitado de VL,
preferiblemente humano, en el que dicho raton ha sido inmunizado con un antigeno, de manera que se induce
preferentemente la expansion clonal selectiva de células B que reaccionan con el antigeno o epitopo de interés. Una
forma preferida de inducir la expansion clonal selectiva de células B es la vacunacion con tatuaje de ADN. El término
"vacunacion con tatuaje de ADN" se refiere a un procedimiento invasivo que implica una aguja vibratoria sélida
cargada con ADN plasmidico que pinchan repetidamente la piel, hiriendo tanto la epidermis como la dermis superior
y causando inflamacion cutanea seguida de cicatrizacion (Bins 2005/Pokorna 2008).

En los ratones transgénicos con genes de anticuerpos humanos, se han introducido una pluralidad de regiones V de
IgH humana y/o una pluralidad de regiones V de cadena ligera kappa de Ig humana en el genoma de los animales
(Lonberg 2005). Tras la inmunizacién, estos ratones montan una respuesta inmune especifica de antigeno que se
diversifica en la utilizaciéon de la region V de cadena pesada y ligera. Se prevé que, tras la inmunizacion de estos
ratones transgénicos con el antigeno, secuenciacion de alto rendimiento, la clasificacion de frecuencia de los genes
VH y VL, la construccién de mapas de calor de CDR3 y emparejamiento aleatorio o guiado de la frecuencia de las
regiones VH y VL produce una gran proporcién de anticuerpos que se no se unen al antigeno o se unen con baja
afinidad (Reddy et al., 2010). Por lo tanto, un objetivo de la presente invencion es utilizar animales transgénicos que
albergan un repertorio restringido de cadenas ligeras de inmunoglobulina humana con fines de inmunizacion. Tales
animales transgénicos que albergan un repertorio limitado de cadenas ligeras humanas se describen en el
documento WO2009/157771. Preferiblemente, la cadena ligera kappa endégena se silencia funcionalmente en tales
animales para minimizar el uso de cadenas ligeras murinas en anticuerpos generados en tales ratones. En una
realizacion adicional, también se silencia funcionalmente la cadena ligera lambda endégena para reducir aun mas el
uso de cadenas ligeras murinas en anticuerpos. En una realizacion mas preferida, los animales transgénicos que
portan una unica regidon VL humana reordenada que es resistente a la hipermutacion somatica se utilizan para
inmunizacién para generar anticuerpos en los que los procesos de mutacion somatica y expansion y seleccion clonal
actuan principalmente sobre las regiones VH del anticuerpo expresado en la membrana de una célula B. Por lo
tanto, la secuenciacion de alto rendimiento y la creacion de mapas de calor de CDR3 para identificar las células B
expandidas clonalmente dirigidas por antigeno y los anticuerpos que codifican pueden centrarse Unicamente en
regiones VH. Por lo tanto, un aspecto de la presente invencion es proporcionar un método de acuerdo con las
reivindicaciones, comprendiendo dicho método la etapa de proporcionar una poblacion de células B, en donde dicha
poblacién de células B se obtiene a partir de un animal transgénico, preferiblemente un ratén, que porta un repertorio
de VL limitado, preferiblemente humano, en el que dicho animal ha sido inmunizado con un antigeno. En una
realizacion preferida, la invencién proporciona un método de acuerdo con las reivindicaciones, comprendiendo dicho
método la etapa de proporcionar una poblacion de células B, en la que dicha poblaciéon de células B se obtiene a
partir de un ratén transgénico que porta una unica VL humana reordenada, preferiblemente la cadena ligera IGVK1-
39 humana (documento W0O2009/157771). La ventaja de esta cadena ligera IGVK1-39 humana de linea germinal es
su inmunogenicidad anticipada reducida debido a la ausencia de aglutinantes fuertes de DRB1 no autébnomos
(W02009/157771, ejemplo 19). Ademas, se sabe que esta cadena ligera es capaz de emparejarse con muchas
regiones VH humanas diferentes. A través de una serie de mecanismos genéticos, el repertorio de VL del anticuerpo
que se puede generar en un animal es virtualmente ilimitado.
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En un aspecto de acuerdo con la invencion, el método de acuerdo con las reivindicaciones comprende ademas la
etapa de proporcionar a la célula huésped medios para la expresion de al menos una VH y VL en un formato de
inmunoglobulina. Esto significa que las secuencias de VH y VL seleccionadas se expresan junto con ofras
secuencias de modo que los formatos de anticuerpo pueden expresarse dentro de la célula huésped. En una
realizacién, después de la seleccion de VH adecuadas, se producen mezclas de anticuerpos por una sola célula
mediante la introduccion de al menos 2 cadenas pesadas diferentes y una cadena ligera comun en una célula
(W02004/009618). En ofra realizacion, después de la seleccion de las regiones VH adecuadas, al menos dos
cadenas pesadas diferentes se modifican de tal manera que se favorece la heterodimerizacion de cadenas pesadas
con respecto a la homodimerizacion. Alternativamente, la modificacion genética es tal que se favorece la
homodimerizacion sobre la heterodimerizacion. Ejemplos de tales cadenas pesadas modificadas genéticamente son,
por ejemplo, los constructos de protuberancia y cavidad (botéon en ojal) como se describe en el documento WO
98/050431, o las variantes de carga descritas (Gunasekaran et al., 2010) o W02009/089004 o W0O2006/106905.

Otro aspecto de la invencion es proporcionar un método de acuerdo con las reivindicaciones, en el que dichos
anticuerpos tienen un efecto deseado de acuerdo con un ensayo de cribado funcional, comprendiendo ademas el
método la etapa de tomar los sobrenadantes de dichas células cultivadas, comprendiendo dichos sobrenadantes
dichos anticuerpos, someter los sobrenadantes a al menos un ensayo de cribado funcional y seleccionar al menos
una célula que expresa un anticuerpo con las caracteristicas deseadas. Preferiblemente, dicha célula huésped
comprende una secuencia de acido nucleico que codifica una cadena ligera comin que es capaz de emparejarse
con dicha VH deseada, de manera que los anticuerpos producidos comprendan cadenas ligeras comunes, como se
ha descrito anteriormente. En realizaciones especificas, dicha etapa de cultivo y dicha etapa de cribado del método
se realizan con al menos dos clones. El método puede incluir opcionalmente un ensayo para medir los niveles de
expresion de los anticuerpos que se producen. Tales ensayos son bien conocidos por el experto en la materia e
incluyen ensayos de concentracion de proteinas, ensayos especificos de inmunoglobulina tales como ELISA, RIA y
similares.

También se proporciona el uso de al menos dos anticuerpos que pueden obtenerse por un método de acuerdo con
la invencion en la preparacion de mezclas de anticuerpos, que comprenden preferiblemente anticuerpos
biespecificos.

Otro aspecto de la invencion es proporcionar el uso de al menos dos anticuerpos que pueden obtenerse con un
método de acuerdo con la invencién, en una serie de ensayos que comprenden uno o mas analisis de cribado
funcional para anticuerpos biespecificos, con lo que cada ensayo comprende células cultivadas que producen un
anticuerpo biespecifico en el sobrenadante, con lo que la prevalencia de dicho anticuerpo biespecifico en el
sobrenadante es al menos 90% mas prevalente que la de anticuerpos monoespecificos, y por lo que el
sobrenadante se utiliza para el ensayo funcional del anticuerpo biespecifico.

Descripcion detallada de la invencion

Un aspecto de la invencién proporciona un método de acuerdo con las reivindicaciones para producir una poblacion
definida de moléculas de unién, comprendiendo dicho método al menos las siguientes etapas: a) proporcionar una
poblacién de células B que expresan un repertorio limitado de VL en el que esencialmente todas dichas células B
portan al menos una VL, b) aislamiento de los acidos nucleicos de dichas células B, c) amplificacion de secuencias
de acido nucleico que codifican regiones variables de cadena pesada de inmunoglobulina en dicha muestra, d)
secuenciacion al menos parcial de esencialmente todos los productos de amplificacion, e) realizar un analisis de
frecuencia de todas las secuencias de la etapa d), f) seleccionar las secuencias de VH deseadas, g) proporcionar
una célula huésped con al menos un vector que comprende al menos una de dichas secuencias de VH deseadas y
al menos una secuencia de VL de dicho repertorio limitado de VL, h) cultivar dichas células huésped y permitir la
expresion de polipéptidos de VH y VL, i) obtener dichas moléculas de unién. Alternativamente, se pueden
reemplazar las etapas c) y d) por las etapas alternativas c' y d': c') construir una biblioteca de ADNc que se criba
para las secuencias de ADN especificas de la region VH mediante sondeo con una sonda de acido nucleico
especifica para las secuencias de las regiones VH y d') secuenciaciéon al menos parcial de clones que contienen
insertos de VH. Cuando se menciona VH o VL, también se prevén derivados funcionales y/o fragmentos de los
mismos.

La presente invencion describe entre otros un método para producir al menos dos anticuerpos, en el que el punto de
partida es una poblacién de células B que expresa un repertorio restringido de regiones variables de cadena ligera
(VL) y un repertorio diversificado de regiones variables de cadena pesada (VH). El repertorio de la region VL puede
restringirse por ejemplo limitando el nimero de genes V y J disponibles durante la recombinaciéon en un animal
transgénico o insertando una o unas pocas regiones VL previamente reordenadas en el genoma de un animal
transgénico, reduciendo o aboliendo la tasa de mutacidon somatica que ocurre en la regiéon VL o por una combinacion
de estas estrategias (W0O2009/157771). Las regiones VH pueden diversificarse por recombinacién de segmentos
génicos V, D y J y mutacion somatica. Tras la inmunizacion, se obtienen colecciones de secuencias de acidos
nucleicos de cadena pesada a partir de células B en los 6rganos linfoides de animales transgénicos, se someten a
secuenciacion de alto rendimiento y se analizan para clasificar todas las cadenas pesadas Unicas con base en la
frecuencia y para clasificar HCDR3 con base en la longitud, porcentaje de identidad y frecuencia para construir
mapas de calor de HCDRS3. La informacion de la secuencia de nucleétidos se utiliza para clasificar las regiones VH
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de acuerdo con su frecuencia en la coleccion y las secuencias que ocurren frecuentemente, representando
asimismo regiones VH expresadas en células B que han experimentado expansion clonal como resultado de la
estimulacion del antigeno, son clonadas en vectores de expresidon conjuntamente con una de las regiones VL
presentes en el repertorio restringido. Utilizando un repertorio restringido de VL, se simplifica mucho la busqueda de
pares VH/VL originales porque no es necesario recuperar, analizar o clasificar la informacién de la secuencia de VL
del animal inmunizado; en el caso de que el repertorio restringido de VL original comprenda una unica VL, todas las
combinaciones de VH/VL representaran pares originales tal como se utilizan en células B in vivo. En caso de que el
repertorio restringido original de VL contenia unas pocas regiones VL, la combinacion con las regiones VH
clasificadas produce sélo pequefias colecciones de combinaciones de VH/VL que pueden ser cribadas rapidamente
por la actividad de unioén y funcional.

Los vectores de expresion que contienen las regiones VH y VL se usan para transfectar células para obtener
rapidamente anticuerpos para ensayos de unién y cribado funcional. Pueden obtenerse diferentes formatos de
anticuerpos utilizando vectores de expresion que contienen diferentes elementos genéticos que, por ejemplo,
impulsan la formacién de fragmentos de anticuerpos o anticuerpos con diferentes isotipos, anticuerpos biespecificos,
mezclas de anticuerpos o anticuerpos que han modificado regiones variables o constantes para funciones efectoras
modificadas o semivida modificada, o contienen sitios de union adicionales, carecen de secuencias de aminoacidos
que tengan un efecto perjudicial sobre el desarrollo, la produccion o la formulacién de anticuerpos tales como sitios
de glicosilaciéon y desamidacion.

Ejemplos

Ejemplo 1: Analisis de secuencia profunda y clasificacion de frecuencia de genes VH expresados en células B de
bazo murino usando cebadores especificos de la familia VH

Este ejemplo describe el uso de secuenciacion de alto rendimiento para recuperar y analizar el repertorio de
regiones VH del anticuerpo expresadas en el bazo de ratones de tipo silvestre inmunizados con los antigenos ErbB2
o ErbB3. Debido a que la inmunizacion enriquecera la poblacion de células B para los clones dirigidos contra el
inmunoégeno, se anticipa que la secuenciacion de un gran ndmero de transcritos de VH identifica estos clones de
células B, ya que estaran presentes dentro de la poblacion en frecuencias mas altas. En este ejemplo,
aproximadamente 25.000 genes de la region VH del bazo de un solo ratéon inmunizado se recuperan mediante
secuenciacion de alto rendimiento y se clasifican en funcién de la frecuencia.

Se recogieron bazos de ratones inmunizados ya sea con el antigeno ErbB2 o ErbB3 usando tatuaje de ADN (véase
el ejemplo 6). Se prepard una Unica suspension de células de acuerdo con técnicas estandar. Se aislaron células B
de esta suspension de células Unicas esplénicas en un procedimiento MACS de dos etapas usando materiales de
Miltenyi Biotec (http://www.miltenyibiotec.com/en/default.aspx). Brevemente, se aislaron células B esplénicas
eliminando primero las células que no son de tipo B, seguido por seleccién positiva de células B. Las células que no
son de tipo B se eliminaron mediante marcacion de células T, células NK, células mieloides, células plasmaticas y
eritrocitos con un coctel de anticuerpos biotinilados (Tabla 1) y subsecuente incubacién con microperlas de
estreptavidina. A continuacion, se eliminaron las células que no son de tipo B sobre una columna LD. El flujo a
través, que contenia la fraccion de células B enriquecida, se marcé con microperlas magnéticas usando anticuerpos
anti-lgG2ab y anti-lgG2ab conjugados con FITC (Tabla 1) seguido de marcacion con microperlas anti-FITC (Miltenyi
Biotec, Cat. N° 130-048-701). Posteriormente, las células marcadas con IgG se seleccionaron positivamente sobre
una columna LS (Miltenyi Biotec, Cat. N° 130-042-401). Se realizaron procedimientos MACS de acuerdo con
manuales especificos del kit/microperlas suministrados por Miltenyi. La pureza de las células B aisladas se
determind por analisis FACS de acuerdo con técnicas estandar utilizando los anticuerpos enumerados en la Tabla 2.

Tabla 1: anticuerpos para marcar células que no son de tipo B

Ab # Antigeno Etiqueta Clon Proveedor Cat. N°
Ab0064 IgG1 FITC A85-1 Becton Dickinson 553443
Ab0131 IgG2ab FITC R2-40 Becton Dickinson 553399
Ab0158 CD138 Biotina 281-2 Becton Dickinson 553713
Ab0160 CD3E Biotina 145-2C11 | eBioscience 13-0031
Ab0161 Ly-6G Biotina RB6-8C5 | eBioscience 13-5921
Ab0162 TER-119 Biotina TER-119 | eBioscience 13-5921
Ab0163 CD49b Biotina DX5 eBioscience 13-5971
Ab0164 CD11b Biotina M1/70 eBioscience 13-0112
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Tabla 2: anticuerpos para analisis FACS

Ab # Antigeno Etiqueta Clon Proveedor Cat. N°
Ab0064 IgG1 FITC A85-1 Becton Dickinson 553443
Ab0131 IgG2ab FITC R2-40 Becton Dickinson 553399
Ab0067 CD138 APC 281-2 Becton Dickinson 558626
Ab0160 IgM PE-CY7 /41 eBioscience 25579082
Ab0161 IgD PE 11-26 eBioscience 12599382
Ab0162 CD19 PerCP-cy5.5 1D3 eBioscience 45019382
Ab0163 B220 Aloficocianina-eFluor 780 RA3-6B2 eBioscience 47045282

Para extraer los acidos nucleicos de las células B, las células se lisaron en Trizol LS (Invitrogen). Se preparé6 ARN y
se sintetiz6 ADNc de acuerdo con técnicas estandar. Los cebadores disefiados para la amplificacion de los
repertorios de VH murinos se tomaron como material de partida y se modificaron para su uso en la secuenciacion de
alto rendimiento 454 mediante la adicion de secuencias del cebador 454 (cebador 454 hacia adelante:
CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG; cebador 454 inverso: CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAG). Las
secuencias completas de cebadores para la amplificacién por PCR de los repertorios de VH murinos se muestran en
las Tablas 3 y 4.
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Tabla 4: Los cebadores 454 Phusion inversos, completos. La parte de fusién
(CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAG) esta en cursiva. La parte especifica para los segmentos J murinos esta en

negrita.
Nombre secuencia
mIGHJ1_454 CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGGAGGAGACGGTGACCGTGGTCCC
mIGHJ2b_454 CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGGAGGAGACTGTGAGAGTGGTGCC
mIGHJ3_454 CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGGCAGAGACAGTGACCAGAGTCCC
mIGHJ4b_454 CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGGAGGAGACGGTGACTGAGGTTCC

En la PCR, los cuatro cebadores JH inversos se mezclaron en proporciones iguales antes de su uso. Los cebadores
hacia adelante no se mezclaron, por lo que se realizaron 22 reacciones de PCR. Los productos de reaccién de PCR
se analizaron en gel y se esperaba que rindieran productos de PCR de 350 a 400 pares de bases de longitud.
Algunos productos de PCR se mezclaron con base en la frecuencia de genes VH en los repertorios normales (Tabla
5, a continuacion). Se esperaba que las intensidades de las bandas sobre gel correspondieran con las relaciones
enumeradas en esta tabla y cuando este era el caso, los productos de PCR se mezclaron para secuenciacion con
base en los volumenes. Cuando las intensidades de las bandas sobre gel no correspondian a las proporciones
indicadas en la Tabla 5, se podrian ajustar bandas sobre o subrepresentadas. Como la secuenciacién de alto
rendimiento también identifica el cebador y la reaccion de PCR, las proporciones siempre pueden "ajustarse"
después de la secuenciacion y la frecuencia de cada gen VH por reaccion de PCR analizada.

Tabla 5: Productos de PCR que pueden agruparse.

ngsgiigﬁ la Porcentaje (%)
1A
1B
39
1CD
1EFG
2 4
3/4 7
5 15
6 1
7/8 10
9 16
10/11 6
13/15 2

El anadlisis de las secuencias se realizd con el fin de clasificar todos los genes VH Unicos de un Unico animal,
inmunizacién y/o poblacion celular en frecuencia:

- Se analizaron las secuencias crudas para identificar aquellas que codifican un marco de lectura abierto de la
region VH que contiene al menos HCDR3 mas una secuencia marco vecina para identificar la VH.
Preferiblemente, el marco de lectura abierto de la region VH contiene CDR1 para el marco 4

- Todas las secuencias se tradujeron en secuencias de aminoacidos.
- Todas las secuencias se agruparon con base en la secuencia idéntica de la proteina HCDRS3.

- Todas las agrupaciones se clasificaron en funcién del nimero de secuencias VH en cada grupo.
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- Una alineacioén de todas las secuencias en cada grupo se hizo con base en las secuencias de proteinas op, en
donde las diferencias con la linea germinal VH y germinal JH estan indicados. Todas las secuencias idénticas en
la alineacién se agrupan de nuevo.

Esto proporciona informacion sobre el gen VH que ocurre con mas frecuencia dentro de un grupo CDR3. Este gen
puede tener diferencias en comparacion con la linea germinal como resultado de la hipermutacion somatica. Este
gen se elige para la construccion y expresion con el gen VL comun.

Se realizé la secuenciacion de alto rendimiento utilizando secuenciacion Roche 454 en muestras de un ratén
inmunizado individual. Otros métodos de secuenciacién de alto rendimiento estan disponibles para un experto en la
materia y también son adecuados para la aplicaciéon en el método. En total, se usaron 118.546 lecturas de secuencia
como un conjunto de datos sin procesar para identificar primero secuencias que representaban regiones VH de
longitud completa o porciones de las mismas que codificaban al menos 75 aminoacidos. Para cada secuencia dentro
de este conjunto, se identificaron los marcos 2-4 y todas las 3 regiones CDR como se describe (Al-Lazikani et al.,
1997). Posteriormente, se sometieron las secuencias a una serie de criterios incluyendo la presencia de un residuo
canonico de cisteina, la ausencia de codones de detencion y la longitud minima para cada una de las regiones CDR.
Todas las regiones VH que cumplen estos criterios se agruparon a continuacion para identificar la frecuencia en la
que se utilizan cada CDR3 Unica, generando asi mapas de calor de CDR3 de cadena pesada. A continuacion, todos
los clones idénticos en cada grupo CDR3 se agruparon y alinearon con la secuencia de VH de linea germinal. Este
analisis permite la identificacion de genes VH abundantemente utilizados en grandes repertorios. Aunque este
analisis puede llevarse a cabo manualmente, el uso de un algoritmo que incluye las instrucciones anteriores facilita
enormemente el proceso de analisis (Reddy et al., 2010).

Un total de 18.659 grupos fueron identificados dentro de las 30.995 secuencias de VH anotadas y se encontré que
2.733 grupos que tenia mas de un miembro. Ademas, 123 grupos tenian mas de 20 miembros. Los primeros 40
grupos de estos se muestran en la Tabla 6. Nueve grupos tenian mas de 100 miembros. El nimero de 30.000
secuencias es mas que suficiente, ya que muchos clones aparecen sélo una vez y los experimentos estan dirigidos
a identificar clones frecuentes. De hecho, menos de 30.000 secuencias funcionaria bastante bien. Los alineamientos
de los dos grupos mas grandes demostraron la presencia del 100% de los genes de la linea germinal y variantes
que contenian mutaciones a través del gen VH (datos no mostrados).

Tabla 6: Ejemplo de grupos identificados por CDR3 unico.

Grupo # # de secuencias idénticas HCDR3
Grupo 001 337 YSNYWYFDV
Grupo 002 212 GGLRGYFDV
Grupo 003 130 YDSNYWYFDV
Grupo 004 124 TYDNYGGWFAY
Grupo 005 116 AGLLGRWYFDV
Grupo 006 116 RDY
Grupo 007 113 RFGFPY
Grupo 008 103 AITTVVATDY
Grupo 009 102 AYYYGGDY
Grupo 010 99 SGPYYSIRYFDV
Grupo 011 91 SEGSSNWYFDV
Grupo 012 89 GTLRWYFDV
Grupo 013 76 DFYGSSYWYFDV
Grupo 014 75 DNWDWYFDV
Grupo 015 73 FYDYALYFDV
Grupo 016 72 GNYGSSYFDY
Grupo 017 72 WKVDYFDY
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Grupo 018 70 GGYWYFDV
Grupo 019 69 YKSNYWYFDV
Grupo 020 66 LLPYWYFDV
Grupo 021 64 SYYGSSYWYFDV
Grupo 022 63 GGYYGSRDFDY
Grupo 023 63 DYDWYFDV
Grupo 024 61 TYNNYGGWFAY
Grupo 025 57 GGLYYDYPFAY
Grupo 026 57 WGDYDDPFDY
Grupo 027 56 DYYGSSYWYFDV
Grupo 028 55 EATY

Grupo 029 52 YGSSYWYFDV
Grupo 030 52 WGYGSKDAMDY
Grupo 031 51 WGRELGNYFDY
Grupo 032 49 YGNYWYFDV
Grupo 033 48 TVTTGIYYAMDY
Grupo 034 48 HYYSNYVWWYFDV
Grupo 035 47 GALRGYFDV
Grupo 036 47 HYYGSTWFAY
Grupo 037 45 LGAYGNFDY
Grupo 038 44 REFAY

Grupo 039 43 EAAYYFDY
Grupo 040 43 GSLRGYFDV

Ejemplo 2: Analisis de secuencia profunda y clasificacion de la frecuencia de los genes VH expresados en células B
de bazo IgG+ de murino usando un solo conjunto de cebadores.

En este ejemplo, se us6 un cebador especifico para la regién constante CH1 de IgG para interrogar el repertorio de
secuencias de genes VH expresadas en células B de memoria IgG+ en el bazo de ratones inmunizados con la
proteina de fusion ErbB2-Fc. En el extremo 5' del ARNm, se hibridé un cebador de oligonucleétido con un tramo de
guanina triple que se afiadi6 a cada ARNm mediante una transcriptasa inversa de MMLV. Este cebador 5' introduce
un sitio de cebado en el extremo 5' de todos los ADNc. Utilizando este enfoque, las amplificaciones de todas las
regiones VH expresadas en células B IgG+ se pueden hacer usando el cebador 5'y el cebador CH1, evitando un
sesgo potencial introducido por el uso de un gran nimero de cebadores especificos de la familia VH y enfocando el
analisis en una poblacion de células B que ha sufrido aparentemente activacion y cambio de isotipo como resultado
de la estimulacion con antigeno. Se inmunizaron ratones C57BL/6 de tipo silvestre por via intraperitoneal con
proteina ErbB2-Fc (1129ER, R&D System) disuelta en adyuvante Titermax Gold (TMG, Sigma Aldrich, T2684) en los
dias 0, 14 y 28 y con ErbB2-Fc en PBS en el dia 42. Se purificaron células B esplénicas totales el dia 45 mediante el
procedimiento MACS como se detalla en el Ejemplo 1. La fraccion de células B esplénicas totales de ratones
inmunizados satisfactoriamente, determinada por los titulos de anticuerpo en suero en ELISA, contenia 5-10% de
células B IgG+. Este material se uso para optimizar las condiciones de la PCR.

Los ratones transgénicos que contienen la cadena ligera HuVK1-39 humana, como se describe en
(W02009/157771), se inmunizaron con la proteina de fusion EGFR-Fc (R&D Systems, Cat. N° 334-ER) emulsionada
en adyuvante Titermax Gold (TMG, Sigma Aldrich, T2684) o, como control, con adyuvante Titermax Gold
emulsionado con PBS en un intervalo de 14 dias. Este ultimo grupo se incluy6 para identificar el repertorio de VH de
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células B que es sensible solo al adyuvante. Los ratones se inmunizaron tres veces con emulsion de EGFR-
Fc/adyuvante o emulsion adyuvante solo en los dias 0, 14 y 28. El dia 35, se determind el titulo en suero de anti-
EGFR mediante FACS usando procedimientos estandar. Los ratones que habian desarrollado el dia 35 un titulo en
suero > 1/1.000 recibieron un refuerzo intraperitoneal final con proteina EGFR-Fc disuelta en PBS el dia 42 seguido
de recogida del bazo el dia 45 para aislamiento de células B esplénicas. Las células B esplénicas se aislaron del
bazo total por seleccion positiva usando perlas magnéticas especificas de CD19 de ratén. Se lisé la fraccion de
células B esplénica en Trizol LS para aislar el ARN total.

Después del aislamiento de ARN, se preparé ADNc (poblacion de células de ratones transgénicos de cadena ligera
HuVK1-39 y muestra simulada y de control/ensayo con una poblacion celular similar) utilizando transcriptasa inversa
MMLV en presencia de cebadores CH1 rev 0, 1, 2 o 3 de ratdn, junto con MMLV 454 fw (Tabla 7). Se ensayaron
cuatro cebadores diferentes para identificar el que resulté en rendimientos 6ptimos de ADNc y productos de PCR; se
diseido MMLV para contener el fragmento 3' GGG similar a los cebadores Clontech, eliminando los sitios de
clonacion, pero afiadiendo las secuencias de 454 (Kit de Amplificacion de ADN SMARTerMR RACE, Cat. N° 634924,
Clontech).

Como control, se prepard también ADNc utilizando el protocolo estandar de Clontech; el kit de sintesis de ADNc
SMARTerPCR utilizando el oligo SMARTer Il A junto con los cebadores CH1 rev 0, 1, 2 o 3 especificos del gen (Kit
de Amplificacion de ADNc SMARTerYR RACE, Cat. N° 634924, Clontech). Usando procedimientos estandar, se
determinaron el nimero 6ptimo de ciclos de PCR y la combinaciéon 6ptima de cebadores. Se sigui6 el protocolo de
Clontech para las condiciones de PCR.

A continuacién, se amplificod el material de los ratones transgénicos inmunizados de cadena ligera HuVK1-39 y
ratones inmunizados de manera simulada bajo condiciones Optimas. Preferiblemente, se llevaron a cabo las
amplificaciones con un cebador inverso secuencia arriba del cebador utilizado en la sintesis de ADNc para obtener
un producto PCR mas especifico (PCR anidada). Se clon6 ADNc en pJET de acuerdo con las instrucciones del
fabricante (Kit de clonacion de PCR CloneJET, Fermentas # K1232) y 100 clones de la secuencia de Sanger. El
producto de PCR del material derivado de los animales inmunizados e inmunizados en forma simulada se purifico y
se uso6 para secuenciacion con 454. Los datos se analizaron y se usaron para construir mapas de calor de CDR3 y
se construyeron como se describe en el ejemplo 1.

Tabla 7: Cebadores utilizados en este estudio. El cebador MMLV 454 fw hibrido en el extremo 5' del ARNm. La
posicion de los cebadores CH1 rev se indica en la Figura 1.

numero Nombre Secuencia

DO_116 | MMLV 454 fw CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGGGG

5

DO_116 | 454 fw CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG

6

DO 116 | CH1rev 0 de raton TGATGGGGGTGTTGTTTTGG

7 .

DO 116 CH1 rev 1 de raton CAGGGGCCAGTGGATAGAC

g CH1 rev 2 de ratén

DO 116 CH1 rev 3 de ratén GCCCTTGACCAGGCATCC

9 CH1454 rev 0 de

DO 117 raton CH1454 rev 1 CTGGACAGGGATCCAGAGTTC

0 de ratéon CH1454 rev CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGTGATGGGGGTGTTGTTTTGG
DO 117 2 de ratéon CH1454

e rev 3 de ratén CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGCAGGGGCCAGTGGATAGAC
DO 117 oligo smart IV CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGGCCCTTGACCAGGCATCC

2 oligo corto smart IV CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGCTGGACAGGGATCCAGAGTTC
DO_117 5PCR cebador 454 AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTGGCCATTACGGCCGGG

3 AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTGGG

DO_117 CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGAAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT
4

DO_117

5

DO_117

6

DO_117

7
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Leyendas: secuencia 5’ de 454 CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG
secuencia 3’ de 454 CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAG

secuencia SMART AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT
Sfil GGCCATTACGGCC

Los resultados de estos experimentos producen mapas de calor de CDR3 de cadena pesada que representan
secuencias usadas por células B que han sufrido activacion y cambio de isotipo como resultado de la estimulacion
por antigeno. Las secuencias de la regién VH presentes en los grupos de ocurrencia mas frecuente derivados de
ratones transgénicos que contienen la cadena ligera IGVK1-39 humana se pueden utilizar para combinarse con la
secuencia de cadena ligera IGVK1-39 humana para colecciones de anticuerpos monoclonales humanos
enriquecidos por anticuerpos especificos para EGFR.

Ejemplo 3: Analisis de secuencia profunda y clasificacion de frecuencia de genes VH expresados en células B de
bazo de IgG+ murino sin cebadores especificos de la familia VH

Para este ejemplo, el objetivo fue optimizar la tecnologia de secuenciacion profunda de genes VH de IgG utilizando
amplificaciones con base en cebadores que amplifican todas las cadenas pesadas de Ig y por lo tanto evitar el sesgo
potencial introducido por los cebadores especificos de la familia VH.

La amplificacion del gen VH del anticuerpo para generacion de una biblioteca de presentacion en fagos utiliza
cebadores que afiaden sitios de restriccion para la clonacion con genes VH en la posicion requerida dentro de los
genes. Esto requiere sitios de hibridacion del cebador dentro de los genes VH y, por lo tanto, cebadores especificos
de la familia VH. En el ejemplo 1 se usaron tales secuencias de cebador. Un inconveniente del uso de los cebadores
de la familia VH es que amplifican un subconjunto de todos los genes VH en el repertorio. Como se utiliza una gran
coleccion de cebadores y reacciones de PCR para amplificar todos los genes y los productos PCR se mezclan
después, esto dara lugar a un sesgo de las relaciones de los genes VH originalmente presentes en las muestras y,
por lo tanto, una representacion por encima/debajo de los genes VH en el repertorio final secuenciado. Para eludir
estos problemas en este estudio se utilizé el protocolo de amplificacion RACE (amplificacion rapida de los extremos
del ADNc) en combinacion con un conjunto de cebadores especificos de IgG1-CH1. Se utilizé el kit para RACE
SMARTer (Clontech; Catalogo N° N 634923 y Catalogo N° 634924) que acopla un adaptador sintético 5' con el
ARNm. La enzima RT SMARTScribe produce una copia del transcrito de ARN. La RT SMARTScribe inicia la sintesis
de ADNCc a partir del ARNm de IgG en un cebador antisentido que reconoce una secuencia conocida en el ARNm de
IgG tal como la cola poli A en este estudio.

Cuando la enzima RT SMARTScribe alcanza el extremo 5' del molde de ARN de IgG, afiade 3 a 5 residuos al
extremo 3' del ADNc de la primera cadena. El oligo IIA EI SMARTer contiene un tramo terminal de bases
modificadas que hibridan con esta cola extendida afiadida por la RT SMARTScribe, lo que permite que el oligo sirva
como molde para la RT. Posteriormente, la RT SMARTScribe cambia los moldes de la molécula de ARNm por el
oligo IIA SMARTer, generando una copia completa de ADNc bicatenaria del ARN original con la secuencia SMARTer
adicional en el extremo. A continuacion, para la amplificaciéon por PCR del ADNc de VH, se aplican un oligo que
hibrida con la secuencia 5' SMART en un extremo del ADNc (5 PCR primer 454) y un cebador especifico de 1gG-
CH1 en el otro extremo del ADNc (Tabla 8). De este modo, se amplifican las regiones VH de las cadenas pesadas
de IgG con una sola combinacion de cebadores, independientemente de los cebadores especificos de la familia VH,
y en este caso se utilizé un cebador especifico para la region constante CH1 de IgG para interrogar el repertorio de
las secuencias del gen VH expresadas en las células B de memoria IgG+ en el bazo de ratones inmunizados con la
proteina de fusion ErbB2-Fc. En el mejor de los casos, el cebador inverso especifico de IgG-CH1 debe hibridar tan
cerca posible del gen VH para aumentar la probabilidad de que pueda secuenciarse el gen VH completo.

Las muestras para secuenciacion profunda se obtuvieron a partir de dos ratones transgénicos inmunizados que
portaban la cadena ligera humana huVk1-39; los ratones se numeraron como ratén 1145 y ratéon 1146. En resumen,
se inmunizaron los ratones transgénicos que contenian la cadena ligera HuVK1-39 humana, como se describe en
(W02009/157771), con la proteina de fusion EGFR-Fc (R&D Systems, Cat. N° 334-ER) emulsionada en adyuvante
Titermax Gold (TMG, Sigma Aldrich, T2684). Los ratones se inmunizaron tres veces con emulsion de EGFR-
Fc/adyuvante en los dias 0, 14 y 28. El dia 35, se determin¢ el titulo del suero anti-EGFR mediante FACS usando
procedimientos estandar. Los ratones que habian desarrollado el dia 35 un titulo en suero > 1/1.000 recibieron un
refuerzo intraperitoneal final con proteina EGFR-Fc disuelta en PBS el dia 42 seguido por la recoleccién del bazo el
dia 45 para el aislamiento de células B esplénicas. Se aislaron células B esplénicas del bazo total por seleccion
positiva usando perlas magnéticas especificas de CD19 de raton. Se lisé a fraccion de células B esplénica en Trizol
LS para aislar el ARN total de acuerdo con procedimientos estandar.

El ADNc se sintetiz6 a partir de estas muestras de ARN usando el kit de amplificacion de ADNc SMARTer RACE de
acuerdo con las instrucciones del fabricante para llegar al denominado ADNCc listo para RACE. Este ADNc listo para
RACE se amplificé posteriormente por PCR de acuerdo con las instrucciones del fabricante y se utilizé el cebador
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especifico SMART (Tabla 8) y se usaron uno de varios cebadores especificos de IgG-CH1 para establecer qué
cebador especifico de IgG-CH1 amplifica mejor el transcrito de IgG. Se ensayaron los cebadores inversos
especificos de IgG-CH1, DO_1171 a DO_1174 que contenian las secuencias 3' de 454 y como cebador directo se
utilizé el cebador especifico con la etiqueta SMART que contenia la etiqueta de secuenciacion 5' de Roche 454
(DO _1177) (véase la Tabla 8 y Figura 1) (Kit de amplificacion de ADNc SMARTerYR RACE Cat. N° 634923 y Cat. N°
634924, Clontech). El programa de PCR utilizado se muestra en la Tabla 9.

Tabla 8: Cebadores utilizados en este estudio. La posicion de los cebadores CH1 rev se indica en la Figura 1.

numero Nombre Sequence

DO_1171 | CH1 454 rev 0 de CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGTGATGGGGGTGTTGTTTTGG
DO_1172 | ratén CH1 454 rev 1 CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGCAGGGGCCAGTGGATAGAC
DO_1173 | deratéon CH1454rev | CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGGCCCTTGACCAGGCATCC
DO_1174 | 2 de raton CH1 454 CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGCTGGACAGGGATCCAGAGTTC

DO_1177 | rev 3 de ratdn CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGAAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT
5PCR cebador 454
Leyendas: secuencia 454 5’ CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG
secuencia 454 3’ CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAG

secuencia SMART AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT

Tabla 9: Programa de PCR

Etapa | Temperatura Tiempo Numero de ciclos
1 98°C 30 segundos 1

2 98°C 25 segundos

3 72°C - 54°C 25 segundos 10

4 72°C 50 segundos Declinacion

5 98°C 25 segundos

6 58°C 25 segundos 14

8 72°C 50 segundos

9 72°C 3 minutos 1

10 16°C oo

Los resultados de PCR se muestran en la Figura 2 que demuestra que DO_1171 no produjo un producto PCR,
mientras que todos los otros tres produjeron un producto PCR abundante, véase la Figura 2. Se concluyé que
DO_1172 es la mejor opcién para amplificar la regiéon VH, ya que este cebador es el mas cercano al gen VH y
produce en PCR una banda clara y especifica.

La PCR se realizé varias veces sobre una plantilla (Tabla 9) para obtener suficiente material (500 - 1000 ng) para
secuenciacion profunda. Para determinar la concentracion de ADN después de la PCR, se realizé una cuantificacion
fluorimétrica de ADN. En este caso, se realizaron las mediciones con ADN bicatenario de Quant-IT Picogreen
(Invitrogen P7589) usando Biotek Synergy. posteriormente se envio el producto de PCR del material derivado de los
animales inmunizados (muestras 1145 y 1146) a Eurofins MWG Operon (www.eurofinsdna.com) para secuenciacion
de alto rendimiento.

Eurofins primero ligd primero los enlazadores con cédigo de barras a cada una de las dos muestras. De esta
manera, ambas muestras podrian secuenciarse en un segmento de chip, reduciendo asi los costos. Con este
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disefio, Eurofins proporciond la secuenciacion con la tecnologia GS FLX+, donde la longitud de lectura es de 600-
700 pb en promedio.

La secuenciacion profunda revelé mas de 50.000 lecturas por ratén y los datos se analizaron como se explica en el
ejemplo 1. La Tabla 10 proporciona los 25 grupos mas grandes de dos de las muestras analizadas.
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Los resultados de la Tabla 10 muestran que diferentes genes VH se amplificaron y secuenciaron en los
procedimientos de PCR y secuenciacion profunda. La muestra 1145 contiene muchos grupos dentro de los 25
grupos mas grandes que usan el gen J558.66.165. La muestra 1146 contiene una gran diversidad de genes VH con
12 genes VH diferentes en los que cada uno esta presente entre una y cuatro veces dentro de los 25 grupos mas
grandes. Estos resultados sugieren que el método permite una amplificacion y un analisis imparcial de los repertorios
de VH de IgG.

Para concluir, estos experimentos dieron lugar a una clasificacion de los VH mas frecuentes que representan
secuencias usadas por células B que han sufrido activacion y cambio de isotipo como resultado de la estimulacion
por antigeno. Las secuencias de la region VH presentes en los grupos mas frecuentes derivados de los ratones
transgénicos que contienen la cadena ligera IGVK1-39 humana se pueden utilizar para combinar con la secuencia
de la cadena ligera IGVK1-39 humana con colecciones de anticuerpos monoclonales humanos enriquecidos con
anticuerpos especificos para EGFR.

Ejemplo 4: Estrategias de inmunizacion para la construccion de mapas de calor de confiables de CDR3 de VH

Esta disponible una amplia gama de métodos de inmunizacién que utilizan varios formatos de antigeno en
combinacién con un adyuvante para optimizar la respuesta inmunitaria especifica de antigeno en animales. Para la
clasificacion de los genes de cadena pesada de uso frecuente que representan dptimamente las regiones VH a partir
de células B que se han expandido como resultado de la estimulacion con el antigeno de interés, es critico que se
utilicen protocolos de inmunizacién que enfocan la respuesta inmune en dicho antigeno o incluso en un epitopo de
dicho antigeno. Por lo tanto, el uso de antigenos fusionados o acoplados a proteinas portadoras (tales como
proteinas de fusion Fc o proteinas acopladas a portadores tales como Hemocianina lapa de ojo de cerradura,
conocidas en la técnica) debe evitarse o restringirse a una Unica etapa en el procedimiento de inmunizacion como
una unica inmunizacién primaria o una inmunizaciéon de refuerzo Unica. Se espera que incluso una activacion
limitada de células B mediante el uso de proteinas portadoras o de fusidon o adyuvante pueda aparecer en
secuencias de VH clasificadas/mapas de calor de HCDRS3, contaminando asi el andlisis. Idealmente, las
inmunizaciones se realizan con "antigenos esencialmente puros". El presente ejemplo demuestra que la
inmunizacion Unica o repetida con un antigeno fusionado a una porcién Fc efectivamente da lugar a la expansion de
células B irrelevantes, es decir, células B que reaccionan con la porcion Fc en lugar de con el antigeno de interés.

Se inmunizaron ratones transgénicos VL humanos individuales (grupo 1) y ratones de tipo silvestre (grupo 2) con la
linea celular tumoral A431 que sobreexpresa EGFR el dia 0 y el dia 14 (2x10° células A431 en 200 uL de PBS),
seguido de inmunizacion ip con la proteina de fusion Fc-EGFR emulsionada en Titermax Gold. El dia 35, se recogio
suero y se ensayo en ELISA por la presencia de anticuerpos anti-Fc.

Como control, se inmuniz6 un tercer grupo de ratones que comprendian tanto ratones transgénicos VL humanos
individuales como ratones de tipo silvestre (grupo 3) con proteina de fusion Fc-EGFR solo en los dias 0, 14, 28,42y
52. En el dia 56, se recogio el suero y se ensayd en ELISA por la presencia de anticuerpos anti-Fc.

Los resultados (Figura 3) muestran que incluso después de una sola inmunizacion con Fc-EGFR, se detectan
anticuerpos contra la porcion Fc en los grupos 1y 2. Aunque los niveles de anticuerpos anti-Fc en estos dos grupos
eran inferiores a los niveles de anti-Fc observados en el grupo 3, las regiones VH que codifican estos anticuerpos
anti-Fc se encontraran en mapas de calor de CDR3, construidos como se describe en el ejemplo 1. Si se desea,
dichos aglomerantes especificos de Fc pueden ser evitados usando esencialmente antigenos puros tales como en el
tatuaje de ADN o por eliminacion de aglutinantes especificos de Fc de la poblacion de células B antes del analisis de
la secuencia de VH.

Ejemplo 5: Vacunacion con ADN mediante tatuaje

La vacunacion con ADN aprovecha el ADN plasmidico que codifica un antigeno proteico para inducir una respuesta
inmune contra dicho antigeno proteico. No hay necesidad de purificacion de las proteinas para la inmunizacion y las
proteinas, incluidas las proteinas de membrana, se expresan en su configuracion natural en una membrana celular
(Jechlinger et al., 2006/Quaak et al., 2008/Stevenson et al., 2004).

En este ejemplo, se ha utilizado la vacunacién con tatuaje de ADN, un procedimiento invasivo que implica una aguja
vibratoria sélida cargada con ADN plasmidico que pincha repetidamente la piel, lesionando tanto la epidermis como
la dermis superior y provocando inflamacién cutanea seguida de cicatrizacion (Bins 2005/Pokorna 2008). Aqui se
usaron estrategias de vacunacion con tatuaje de ADN para inducir respuestas de anticuerpos en ratones. El objetivo
fue evaluar la calidad de la respuesta de anticuerpos en ausencia o presencia de adyuvante. Como se describe en el
ejemplo 4, para la construccion de mapas de calor de CDR3 adecuados, es deseable centrar la respuesta del
anticuerpo en el antigeno de interés, omitiendo el uso de un adyuvante que provoca la expansion clonal de células B
no deseadas.

Para la vacunacion con tatuaje, se usaron plasmidos que codifican ErbB2 humano y plasmidos que codifican
hemaglutinina (HA) del virus de la influenza. Se ensayaron tres estrategias de vacunacion con tatuaje de ADN para
optimizar el cebado y el refuerzo de la respuesta inmune: (A) vacunacién con ADN del vector que codifica al
antigeno ErbB2 o HA, (B) vacunacion con ADN del vector que codifica ErbB2 o HA junto con un adyuvante o (C)
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vacunacion de refuerzo con cebador heterdlogo con ADN que codifica ERbB2 o HA seguido por un refuerzo con
proteina ErbB2 o HA purificada en adyuvante TM Gold. Ademas, se inmunizaron ratones del grupo control (grupo D)
con ErbB2 o HA purificadas en adyuvante TM Gold. Para establecer un protocolo optimizado de vacunacion con
tatuaje de ADN se utilizaron los siguientes protocolos de inmunizacion:

Grupo A (so6lo ADN): En este grupo, se vacunaron los ratones los dias 0, 3 y 6 con ADN plasmidico que codifica
ErbB2 o HA en ausencia de adyuvante seguido de un refuerzo con el mismo ADN después de cuatro semanas. No
se utilizé adyuvante.

Grupo B (ADN + adyuvante genético): Para probar si un coadyuvante aumenta el cebado de la respuesta inmune
humoral, se vacuné conjuntamente el ADN plasmidico que codifica la quinasa 1 de unién a TANK (TBK1) con el
ADN plasmidico ErbB2 o HA. Se ha demostrado que TBK1 actia como un adyuvante para vacunacién con ADN
usando una pistola de genes (Ishii et al., 2009). La comparacion del grupo B con el grupo A revelara qué impacto
tiene el adyuvante genético en la generacion de anticuerpos especificos para HA o ErB2. Los animales del grupo B
fueron vacunados con ADN en los mismos puntos de tiempo que los del grupo A. Para examinar la contribucion del
adyuvante genético en el cebado del sistema inmune, se mezcldé el ADN plasmidico que codifica TBK-1 en una
relacion 1: 1 con pVAX1-ErbB2 o PVAXI-HA y posteriormente se administré mediante tatuaje de ADN. Con este fin,
los ratones se vacunan con 20 ug de pTBK-1y 20 ug de pVAX1-ErbB2 o pVAX1-HA en 10 pL de PBS.

Grupo C (ADN + proteina): En este grupo se ensay6 un protocolo de refuerzo con cebador heterélogo con tatuaje de
ADN seguido por refuerzo de proteina en forma intraperitoneal (ip) para examinar si se requiere un refuerzo final de
proteina para inducir un titulo de IgG en suero especifico de antigeno > 1/1000 y si este refuerzo es necesario para
inducir en forma eficiente las células B de memoria esplénica. La inyeccion ip es la via de inmunizacion directa al
bazo. Por lo tanto, mediante el primer cebado del sistema inmunolégico mediante vacunacion con ADN, se presenta
ErbB2 o HA al sistema inmune como proteina expresada in vivo. Posteriormente, se reforzo el sistema inmunologico
cebado con ErbB2 o HA en adyuvante a través de la ruta de inyeccion ip para inducir una reaccion inmune
sistémica. La comparacion del grupo C con A revela el impacto del refuerzo sistémico sobre 1) el titulo en suero de
IgG especifico de antigeno y 2) sobre la generacion del compartimiento de células B de memoria esplénica.

La inmunizacion y el primer refuerzo con pVAXI-ErbB2 o pVAX1-HA se llevaron a cabo de acuerdo con el esquema
descrito para el grupo A. Posteriormente, los ratones se refuerzan el dia 28 y el dia 42 con 20 ug de proteina en 200
ML de emulsion de adyuvante Titermax Gold o en 200 uL PBS, respectivamente, administrados via inyeccion ip. Para
vacunacion con HA se inyectaron ratones con 20 ug de HA (Meridian life Science Inc, Cat. N° R01249). Para ErbB2,
se inyectaron ratones con 20 ug de una proteina ErbB2 truncada: el dominio extracelular (ECD, aa23-652) de ErbB2
fusionada a la cola de FC (sistemas de | + D, Cat. N° 1129ER).

Grupo D (proteina): En este grupo de control se vacunaron ratones en forma ip con ErbB2 o HA en adyuvante. El
material de este grupo sirvié como control positivo para el analisis de las muestras de los grupos A-C. El dia 0, 14 y
28 se vacunaron los ratones con 20 ug de ErbB2 o HA en 200 yL de emulsion de adyuvante Titermax Gold. Para el
refuerzo final, los ratones recibieron 20 ug de ErbB2 o HA disueltos en 200 pL de PBS.

El titulo en suero y la afinidad se determinaron después de cada refuerzo mediante ELISA y FACS respectivamente
usando protocolos estandar (Middendorp et al., 2002). Para estudiar la maduracion de afinidad durante el protocolo
de vacunacion, se determind por ELISA la afinidad relativa del suero de IgG especifico de antigeno policlonal. La
eficacia y calidad de la induccién de células B de memoria al final de cada estrategia de vacunacion fue examinada
por FACS en bazo y drenando un ganglio linfatico inguinal (iLN) como se describe (Middendorp et al., 2002).

Todos los ratones inmunizados con ADN de ErbB2 desarrollaron un titulo en suero de IgG anti-ErbB2 > 10.000
después de dos rondas de inmunizacién (Figura 4A-C), indicando que dos rondas de inmunizacién de ADN a través
de tatuaje son suficientes para inducir una respuesta de anticuerpo anti-ErbB2 fuerte. Los resultados muestran que
los ratones inmunizados con proteinas desarrollan un titulo en suero de IgG anti-ERbB2 fuerte el dia 21 (Figura 4D).

Una tercera ronda de inmunizacion el dia 28 con ADN (grupos A1y B1) dio como resultado un aumento adicional del
titulo en suero de IgG anti-ErbB2 el dia 35 (siete dias después de la tercera ronda de vacunacion) y el dia 45 (punto
final) (Figura 4A y 4B). En el grupo B1 se encontré que la administracion conjunta del vector de expresion ErbB2
(grupo A1) junto con un adyuvante de ADN (el vector pBoost3 que codifica la proteina TBK1) reforzaria la respuesta
del anticuerpo contra ErbB2. La comparacion del titulo en suero anti-ErbB2 en el tiempo mostré que los ratones en
los grupos A1 y B1 desarrollaron un titulo en suero anti-ErbB2 comparable (Figura 4E-G). Esto indicaba que para el
antigeno ErbB2 la administracién conjunta del vector pBoost3 no mejoré el titulo en suero de IgG anti-ErbB2
policlonal. Los ratones del grupo C1 recibieron primero dos rondas de inmunizacion (dia 0 y 14) con ADN seguido de
un refuerzo (el dia 28) con proteina ErbB2-Fc emulsionada con adyuvante Titermax Gold. Este refuerzo de proteina
el dia 28 dio lugar a un fuerte aumento del titulo en suero de IgG anti-ErbB2 el dia 35 (después de la tercera
inmunizacioén el dia 28) y el dia 45 (punto final) (Figura 4C). El dia 35, el titulo en suero del grupo C1 (ADN -
proteina) fue mayor comparado con el de los ratones vacunados uUnicamente con ADN (grupos A1 y B1) y
marginalmente inferior comparado con los ratones inmunizados s6lo con proteina (grupo D1). El dia 45, los titulos en
suero de los grupos C1 (ADN y proteina) y D1 (s6lo proteina) eran comparables.
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Todos los ratones que se inmunizaron con el antigeno HA a través de las cuatro estrategias de vacunacion
desarrollaron un fuerte titulo en suero de IgG anti-HA el dia 21 (datos no mostrados) y 35 (Figura 5). El titulo en
suero de IgG anti-HA entre las estrategias de ADN (grupo A2) y ADN + adyuvante (grupo B2) era comparable. Por
otra parte, la vacunacion con ADN seguido de un refuerzo con la proteina HA emulsionada con Titermax Gold (grupo
C2) o tres veces la inmunizacion con proteina (grupo 02) produjo un titulo en suero mayor que la vacunacion con
ADN solamente. En resumen, las similitudes y diferencias entre los cuatro grupos de ratones vacunados con
antigeno HA fueron comparables a los resultados observados para los ratones vacunados con ErbB2 en términos
del titulo en suero de IgG especifico de antigeno.

Para comparar adicionalmente las estrategias de vacunacion, se compardé el suero de IgG anti-ErbB2 policlonal con
base en la afinidad relativa. La afinidad relativa se midi6 en muestras de suero el dia 45, obtenidas tres dias
después del refuerzo final. La afinidad relativa se determind por ELISA incubando a una dilucién de suero fija en una
titulacion de antigeno ErbB2 comenzando con 0,5 pg/ml. La dilucidn fija de suero seleccionada se basoé en la dilucion
del suero en la que los sueros alcanzaron la meseta usando una concentracion fija de antigeno ErbB2 en ELISA (0,5
pg/ml). La dilucion fija de suero fue de 1:1.500 para los grupos A1y B1 y de 1:20.000 para los grupos C1y D1. Para
comparar los grupos individuales, se calculd y se represento graficamente la union relativa con base en la reduccion
de la absorbancia frente al intervalo de dilucién del antigeno. Para cada concentracién de antigeno se calcul6 la
union relativa, se ajusto la DO de 0,5 ug/ml al 100%.

Primero se comparé la vacunacion con ADN con (grupo B1) y sin adyuvante de ADN (grupo A1) (Figura 6A). No se
observd ninguna diferencia en la union relativa entre los grupos que recibieron DNA (grupo A1) o ADN + adyuvante
(grupo B1). Esto indica que el adyuvante de ADN no aumentaba la afinidad del suero policlonal. Ademas, para
comparar la contribuciéon del cebado de la respuesta inmune con el ADN seguido de un refuerzo de proteinas se
compararon los sueros de ADN-proteina (grupo C1) y proteina (grupo D1) (Figura 6B). La unién relativa fue
significativamente mayor para el grupo C1 que para el grupo D1 (p <0,001 con las concentraciones de antigeno
0,0625 y 0,0313 pg/ml). Esto sugiere que la afinidad relativa del suero policlonal fue en promedio mas alta para
ratones en el grupo C1 que para ratones en el grupo D1.

Aislamiento y analisis de tejidos de ratones inmunizados: Las fracciones de ganglios linfaticos inguinales totales y
esplénicos totales de ratones vacunados con ErbB2 y HA se recogieron y se guardaron en Trizol LS. Se aislo el
drenaje del ganglio linfatico inguinal de la pata tatuada y se guardé en Trizol LS. Ademas, se enriquecio la fraccion
de células B esplénicas con IgG por MACS de ratones inmunizados usando la estrategia C1 y C2. Finalmente, se
determiné la fraccion de las células B esplénicas IgG+ en todos los ratones vacunados con ErbB2 y HA. Para aislar
las células esplénicas IgG+ se realizd una purificacion por MACS en dos etapas. En la primera etapa se agotaron las
células que no son de tipo B utilizando anticuerpos especificos de células que no son de tipo B biotiniladas. En la
segunda etapa, se enriquecieron las células B esplénicas con IgG utilizando anticuerpos especificos anti-IgG1 y anti-
IgG2ab. La Tabla 11 presenta una visién general de sobre qué ratones se aislaron las células B esplénicas con IgG
(IgG1 e IgG2ab). La pureza de las fracciones de IgG aisladas se determind mediante FACS utilizando anticuerpos
especificos de células B y especificos de IgG1/IgG1b. El % de células B con Ig se determind mediante tincién de una
fraccion de células que alteran | etapa de agotamiento. La Tabla 11 resume el rendimiento y la pureza de las
fracciones de células B IgG+ aisladas por raton y antigeno utilizados para la inmunizacién.

Tabla 11: Rendimiento y pureza de las fracciones aisladas de células B IgG+

srsﬁ:)ac;tegia y Antigeno NUmgro B;Sac:ﬁacfcl?;??je % de célula§ B IgG Células IgG totales
experimental del animal linfocitos /gama de células B (E+0,6)
ADN y proteina ErbB2 31 68,46 30,27 1,36
ADN vy proteina ErbB2 32 67,37 39,96 1,76
ADN vy proteina ErbB2 33 20,78 61,75 3,63
ADN vy proteina ErbB2 34 72,97 73,67 1,17
ADN vy proteina ErbB2 35 86,67 77,34 ND
ADN y proteina ErbB2 36 84,98 82,12 ND
ADN y proteina ErbB2 37 85,03 74,32 ND
ADN y proteina HA 38 90,41 55,48 2,09
ADN y proteina HA 40 92,60 49,09 1,17
ADN y proteina HA 41 86,03 47,02 0,84
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ADN y proteina HA 42 88,46 46,99 1,21

Para examinar qué protocolo produce la mejor induccion del compartimento de células B de memoria, se examino el
tamafio del compartimiento de células B IgG en el bazo y el iLN por cada estrategia de vacunacion mediante FACS.
Se utilizé un coctel de monoclonales anti-lIgG1-FITC y anti-lgG2ab-FITC para visualizar la fraccion de células B IgG.
La Tabla 12 da una visién general de los porcentajes de células B dentro de la gama de linfocitos y los porcentajes
de células B IgG dentro de la fraccion de células B por raton vy tejido.

Tabla 12: Fraccion de células B IgG+ en el bazo y ganglio linfatico de ratones vacunados con ErbB2

Bazo iLN
Grupo NUmgro del % de células % de células B % de células % de células B
animal B/gama de IgG+/gama de B/gama de IgG+/gama de
linfocitos linfocitos linfocitos linfocitos

ADN (A1) 1 57,50 1,27 58,26 1,86
ADN (A1) 2 51,81 1,09 51,09 2,80
ADN (A1) 3 54,05 1,32 58,93 2,43
ADN (A1) 4 54,06 1,73 55,24 2,93
ADN (A1) 5 54,93 2,72 53,78 6,45
ADN (A1) 6 58,68 1,98 53,89 2,90
ADN (A1) 7 56,46 5,92 52,01 10,74
ADN + Adyuvante (B1) 17 49,05 4,33 51,04 7,02
ADN + Adyuvante (B1) 17 55,84 1,55 53,80 4,38
ADN + Adyuvante (B1) 18 44,13 4,05 54.78 6,31
ADN + Adyuvante (B1) 19 34,99 5,56 53,39 15,47
ADN + Adyuvante (B1) 20 51,81 1,41 60,30 2,40
ADN + Adyuvante (B1) 21 54,13 1,21 56,35 2,84
ADN + Adyuvante (B1) 22 58,34 2,11 62,29 1,80
ADN + proteina (C1) 31 48,99 6,26 54,12 6,49
ADN + proteina (C1) 32 49,76 7,38 51,79 7,67
ADN + proteina (C1) 33 45,94 12,76 45,14 4,19
ADN + proteina (C1) 34 30.50 16,07 44,83 10,91
ADN + proteina (C1) 35 43,48 26,62 44,60 8,16
ADN + proteina (C1) 36 41,12 24,07 45,13 11,00
ADN + proteina (C1) 37 30,50 21,10 30,82 9,17

Los ratones del grupo C1 (DNA-proteina) que recibieron un refuerzo ip correcto con la proteina ErbB2-Fc el dia 28
(ratones 35-37) tenian la mayor fraccion de células B IgG+ por poblacion de células B esplénicas. Esto se esperaba
ya que la inyeccion ip es la via directa del antigeno al bazo. Los porcentajes de células B IgG+ en el iLN del grupo
A1 (ADN) y B1 (DNA + adyuvante) oscilaron entre 1,8-15,47 con una fraccion de células B IgG+ promediada de 4,3 y
5,7 para el grupo A1 o B1, respectivamente. De manera interesante, los ratones del grupo A1 y B1 con la fraccion
mas alta de células B IgG+ en el iLN también contenian un mayor porcentaje de células B IgG+ esplénicas. El
analisis de los porcentajes de células B IgG en el iLN de los ratones vacunados con HA mostré que estos ratones
tenian en promedio porcentajes comparables de células B IgG+ por todas las células B de iLN encontradas en los
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grupos A1y B1. Los porcentajes promediados de células B IgG+ en el iLN de ratones vacunados con ADN (grupo
A2) y en los ratones vacunados con ADN + adyuvante (grupo B2) fueron 5,0 y 3,0, respectivamente. La Figura 7
presenta una comparacion de los porcentajes de células B IgG / células B de iLN por estrategia de vacunacion y por
antigeno. En resumen, estos datos mostraron que el drenaje del iLN del ADN solamente (grupo A) de ratones
vacunados con ADN + adyuvante (grupo B) tenia una fraccién significativa de células B IgG+. Los ratones que
recibieron un refuerzo de proteina (grupo C) contenian una mayor poblacion de células B IgG+ en el bazo y en el
iLN.

Se concluye que los ratones que fueron vacunados con ADN o vacunados con ADN vy reforzados con proteina
desarrollaron un fuerte titulo en suero de IgG especifico de antigeno. La afinidad relativa de los sueros contra ErbB2
se puede mejorar significativamente utilizando un protocolo de inmunizacién con ADN + proteina en lugar de un
protocolo de inmunizacién con proteina. La pequefa variacion del titulo de antigeno en suero con IgG entre ratones
individuales vacunados con ADN muestra que el método de tatuaje de ADN se ha llevado a cabo de manera
consistente. La vacunacion con ADN con ERbB2 y HA dio como resultado una fuerte respuesta de anticuerpos
especificos de antigeno.

Se informé que el efecto adyuvante del ADN plasmidico esta mediado por su estructura de doble cadena, que activa
las vias de sefializacién inmune innatas dependientes de Tbkl en ausencia de HR (Ishii et al., 2008). Por lo tanto, se
esperaba que la administracion conjunta de un plasmido que expresa Tbkl reforzara adicionalmente la
inmunogenicidad inducida por la vacuna de ADN. En nuestro entorno, no se observd un efecto beneficioso de la
administracion conjunta del vector pBoost3 que codifica Tbkl. La administracién conjunta de pBoost3 junto con el
vector que codifica el antigeno no resulté en un titulo en suero mas alto, una mayor afinidad relativa o una formacion
mejorada de células B 1gG.

El analisis FACS mostré que el drenaje de iLN en un raton vacunado con solo ADN (grupo A y B) contiene una
fraccion significativa de células B IgG+. Sin embargo, el numero de células B IgG que se pueden aislar de un solo
drenaje de iLN es muy limitado debido al tamafio de un iLN. Ademas, la fraccion de células B IgG+ en el iLN variaba
significativamente entre ratones individuales vacunados con ADN. Esto podria ser el resultado de la variacién en la
administracion de ADN a través de un tatuaje de ADN. Curiosamente, los ratones con un alto porcentaje de células
B IgG+ en el iLN también tuvieron un mayor porcentaje de células esplénicas IgG+ B. Otra estrategia para obtener
un mayor numero de células B IgG+ es reforzar los ratones vacunados con ADN una vez con la proteina
emulsionada en Titermax Gold. Los ratones que se vacunaron con ADN vy proteina (grupo C) desarrollaron una
fraccion significativa de células B IgG+ esplénicas (ademas de una gran fraccion de células B IgG+ en el iLN). Si no
hay ninguna proteina disponible para las inmunizaciones de refuerzo, los ratones pueden recibir un refuerzo con
células que expresan el antigeno o particulas similares a virus que expresan el antigeno. En conclusion, la
vacunacion con ADN a través de un tatuaje de ADN es una estrategia de vacunacion efectiva y robusta para inducir
una respuesta inmune humoral especifica de antigeno. Los ratones que fueron vacunados con sélo ADN (grupo A)
desarrollaron una fraccion detectable de células B IgG+.

Ejemplo 6: Construccion de vectores eucariotas para la produccion eficiente de anticuerpos monoclonales humanos
biespecificos de una sola VL

Un aspecto de la presente invencion se refiere a la posibilidad de utilizar informacién de secuencias a partir de
analisis de frecuencia de genes VH y/o mapas de calor de HCDR3 para generar paneles de anticuerpos en un
formato terapéutico deseable y cribar aquellos anticuerpos para la unién y/o actividad funcional. Un formato de este
tipo es una molécula de IgG biespecifica. Las moléculas de IgG convencionales estan compuestas por dos cadenas
ligeras idénticas y dos cadenas pesadas idénticas. Las cadenas pesadas son polipéptidos formados a partir de
dominios separados: una regién VH para el reconocimiento del antigeno, el dominio CH1, la regién bisagra, el
dominio CH2 y el dominio CH3. El emparejamiento de las cadenas pesadas para formar un homodimero es el
resultado de interacciones de alta afinidad entre los dominios CH3, donde después del acoplamiento covalente de
las dos cadenas pesadas como resultado de la formacion de un puente disulfuro entre cisteinas en la regién bisagra
de las cadenas pesadas.

La region CH3 se ha utilizado para introducir sustituciones de aminoacidos que inhiben la formacién de
homodimeros (emparejamiento de cadenas pesadas con una region CH3 idéntica) al tiempo que se promueve la
heterodimerizacion (emparejamiento de 2 cadenas pesadas diferentes con regiones CH3 complementarias,
modificadas genéticamente). Esto ha dado lugar a una formacion heterodimera eficaz tras la coexpresion de
cadenas pesadas modificadas con CH3 (Gunasekaran et al., 2010; W0O2006/106905; W02009/089004).

En este ejemplo, se han construido construido y probado vectores de expresion para la produccion eficiente de
anticuerpos biespecificos de una sola VL. La estrategia general es que los constructos genéticos que codifican 2
anticuerpos diferentes se cotransfectan en una sola célula. Utilizando regiones CH3 complementarias modificadas
para las dos cadenas pesadas diferentes, se favorece la formacién de heterodimeros (anticuerpos biespecificos)
sobre la formacion de homodimeros (anticuerpos monoespecificos). Anteriormente, se demostré que la combinacion
de K409D: K392D en el dominio CH3 de una cadena pesada en combinacion con D399'K:E356'K en el dominio CH3
de la segunda cadena (por lo tanto, denominadas regiones CH3 complementarias modificadas) dirige la
heterodimerizacion de regiones constantes de cadena pesada humana en una molécula biespecifica modificada
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(Gunasekaran, 2010). Se utilizaron los mismos pares de aminoacidos en las regiones CH3 de constructos que
codifican anticuerpos IgG de una sola VL para establecer si esto daria como resultado la produccion eficiente de
anticuerpos monoclonales IgG humanos biespecificos de una sola VL mediante heterodimerizacion.

El gen VL IGVK1-39 reordenado Unico se cloné en un vector de expresion eucariota que contiene las regiones
constantes gamma1 y kappa humanas, esencialmente como se describe en (Throsby et al., 2008/de Kruif et al.,
2009). El vector MV1201 contiene ADN que codifica un dominio CH3 con las sustituciones de aminoacidos
K409D:K392D en combinacion con una region VH que codifica un anticuerpo monoclonal con una sola VL humana
especifico para fibrinogeno. El vector MV1200 contiene ADN que codifica un dominio CH3 con las sustituciones de
aminoacidos D399'K: E356'K en combinacion con una region VH que codifica un Unico anticuerpo monoclonal
humano de una sola VL especifico para tiroglobulina (Gunasekaran et al., 2010/de Kruif et al. 2009).

MV1201 y MV 1200 se cotransfectaron en células HEK293T y se expresaron transitoriamente como se describe en
(de Kruif et al., 2009). Después de 13 dias, se recogieron los sobrenadantes y se purificaron mediante cromatografia
de afinidad de proteina A usando protocolos estandar. La IgG purificada con proteina A se analizé mediante SDS-
PAGE en condiciones reducidas y no reductoras; la tincion de proteinas en el gel se llevd a cabo con azul coloidal.
Los resultados de este experimento se muestran en la Figura 8. En SDS-PAGE no reductor, se detecté una banda
Unica con un peso molecular de 150 kD, mostrando que con estos constructos se formaron hetero y/o homodimeros
y no medias moléculas que consisten en una combinacién de cadenas pesadas/ligeras no emparejadas.

Después de la purificacion en proteina A, se us6 espectrometria de masas para identificar las diferentes especies de
IgG producidas por las células transitoriamente transfectadas. Como se muestra en la Figura 9, el sobrenadante
contenia 96% de IgG heterodimérica y 3% y 1% de cada uno de los anticuerpos monoclonales parentales. Por lo
tanto, estos sobrenadantes de la proteina A pueden usarse inmediatamente para el cribado de la actividad de unién
y/o ensayos funcionales de anticuerpos biespecificos.

Ejemplo 7: Generacion de anticuerpos biespecificos especificos para los antigenos tumorales ErbB1 y ErbB2 y
analisis de la muerte de células tumorales e inhibicion de la proliferaciéon de células tumorales

Erbb1 y ErbB2 son receptores del factor de crecimiento que juegan un papel importante en el desarrollo y la
progresion del tumor. Las combinaciones de anticuerpos monoclonales contra ErbB1 y ErbB2 han mostrado efectos
sinérgicos en modelos animales de cancer (Larbouret et al., 2007) y por lo tanto representan terapéuticas
prometedoras para el tratamiento de cancer en seres humanos. En este ejemplo, se demuestra que, tras la
inmunizacion, se pueden obtener anticuerpos monoclonales humanos a partir de ratones transgénicos con una Unica
cadena ligera humana mediante secuenciacion de alto rendimiento y creacién de mapas de calor de CDR3 y que las
combinaciones de anticuerpos ErbB1 e ErbB2 con efecto aditivo y/o sinérgico se puede identificar rapidamente
mediante el cribado in vitro.

Los ratones transgénicos con una Unica cadena ligera humana se inmunizan con ADN vy proteina ErbB2 tal como se
describe en el ejemplo 5. Usando los mismos protocolos, se inmuniza otro grupo de ratones con ADN y proteinas
ErbB1 usando los mismos procedimientos. Para los ratones inmunizados con ErbB1 y ErbB2, se aislan los bazos y
se analiza el repertorio VH de células B IgG+ mediante secuenciacion de alto rendimiento como se describe en los
ejemplos 1y 2. Después de la construccion de mapas de calor de CDR3, se seleccionan los mejores 100 grupos de
secuencia de VH para cada uno de los ratones inmunizados con ErbB1 y ErbB2 para un analisis posterior. Para la
recoleccion de secuencias de VH de ErbB1 y ErbB2, se clonan las secuencias de VH representativas de cada grupo,
éste es el gen VH que esta presente con mas frecuencia dentro de un grupo, que puede ser un gen de linea
germinal o un gen que contiene mutaciones, en un vector de expresion que contiene la cadena ligera Unica y la
mutacion CHS3; las VH de ErbB1 en MV1200 y las VH de ErbB2 en MV1201. Las células HEK293 se transfectan
transitoriamente con todas las 2.500 combinaciones (50 veces 50) de los grupos de secuencia clonados de VH de
ErbB1 y ErbB2 usando los constructos de expresion que dirigen la heterodimerizacion para formar anticuerpos
biespecificos ErbB1 x ErbB2 como se describe en el ejemplo 6. Después de 13 dias se recolectan sobrenadantes de
cultivo y se purifican usando cromatografia de afinidad de proteina A. La IgG purificada se usa en ensayos
funcionales de muerte de células tumorales e inhibicion de la proliferacién de células tumorales conocidos en la
técnica.

Después de la identificacion de anticuerpos biespecificos ErbB1 x ErbB2 con potente actividad antitumoral, las
colecciones de secuencias de VH presentes en los grupos que tienen una CDR3 idéntica o similar y que se usan en
los anticuerpos biespecificos funcionales se pueden desconvolucionar adicionalmente utilizando el mismo enfoque
para encontrar los miembros de VH en la coleccién que produjo la actividad antitumoral mas potente.

Ejemplo 8: Secuenciacion profunda y analisis de diversidad de HCDR3 a partir de muestras obtenidas de células B
esplénicas de ratones no inmunizados frente a ratones inmunizados

Para demostrar que la expansién selectiva de clones identificados por secuencias Unicas de HCDR3 tras la
inmunizaciéon se puede analizar mediante secuenciacion profunda, se sometieron las células B esplénicas de
ratones no inmunizados e inmunizados a enriquecimiento de células B como se ha descrito anteriormente. Los
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acidos nucleicos se aislaron y, cuando fue necesario se amplificaron como se describi6é anteriormente y se envio el
ADNCc a Eurofins para secuenciacion de alto rendimiento.

Se inmunizaron ratones transgénicos para huVK1-39 y para un minilocus de cadena pesada (HC) humana con
proteina solamente (fusionada a Fc) o utilizando inmunizaciones alternantes celulares y de proteinas (con células
que expresan el mismo antigeno en su superficie). Se utilizaron cMet y EGFR como antigenos en este ejemplo (dos
animales por grupo):

Grupo A: cMet-Fc en adyuvante Titermax Gold (TMG) en los dias 0, 14 y 28, y cMet-Fc en PBS el dia 47.
Grupo B: cMet-Fc en TMG en los dias 0, 14 y 28, células MKN45 en PBS el dia 49 y cMet-Fc en PBS el dia 64.
Grupo C: EGFR-Fc en TMG en los dias 0, 14 y 28, y EGFR-Fc en PBS el dia 54.

Grupo D: EGFR-Fc en TMG en los dias 0, 14 y 28, células A431 en PBS el dia 49 y EGFR-Fc en PBS el dia 64.

Las dosis utilizadas fueron 20 ug de proteina en 125 yl de TMG, 20 ug de proteina en 200 ul de PBS y 2 x 10E6
células en 200 pl de PBS. Los ratones transgénicos no inmunizados tenian aproximadamente la misma edad que los
ratones inmunizados al momento del sacrificio (16 semanas, tres ratones en total).

Se recogieron los bazos de todos los ratones (para los ratones inmunizados tres dias después de la ultima
inmunizacién) y se procesaron como se describe en el Ejemplo 2. Para poder secuenciar muchas muestras
diferentes en una mezcla con costos reducidos, se afadié una etiqueta de identificacién de material (MID) especifica
para cada ratéon en el extremo 5' de cada cebador utilizado en la amplificacion por PCR de ADNc junto con la
secuencia SMART (como se detalla en el Ejemplo 2). Por lo tanto, la adicion de una etiqueta de MID permitio la
combinacion de material de varios ratones después de la amplificacion por PCR y antes de la secuenciaciéon con
454. Por lo tanto, se ajustaron los cebadores para la amplificacion para incluir secuencias complementarias de la
etiqueta de MID (Tabla 3).

Para ratones no inmunizados, se enriquecieron las suspensiones de células de bazo para células B usando
microperlas anti-CD19 (Miltenyi Biotec, cat. N° 130-052-201) y luego se clasificaron por citometria de flujo para aislar
células B maduras sin procesar con antigeno que expresan IgM o IgD. Esto se hizo clasificando células B positivas
para CD19, positivas para B220, positivas para huVK1-39 y negativas para cadena ligera de raton y discriminando
éstas en fracciones de células positivas para IgM o positivas para IgD. En los cebadores inversos utilizados para la
sintesis de ADNc, se usaron secuencias que se hibridaban ya sea con secuencias codificantes de IgM o IgD (Error!
No se encontro la fuente de referencia). Para poder realizar la secuenciacion combinada para diferentes muestras,
se usaron etiquetas de MID para identificar material de diferentes muestras (Tabla 14).

Tabla 13: Cebadores utilizados para material de secuenciacion profunda de ratones inmunizados (una etiqueta de
MID por ratén).

qul\l;”%ta Secuencia* I(ie%c;cciigr Nombre del cebador
MID-01 ACGAGTGCGTAAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT Hacia adelante | SMART-MID1-fw
MID-01 ACGAGTGCGTCAGGGGCCAGTGGATAGAC Inverso migG-CH1-MID1-rev
MID-02 ACGCTCGACAAAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT Hacia adelante | SMART-M | D2-fw
MID-02 ACGCTCGACACAGGGGCCAGTGGATAGAC Inverso migG-CH1-MID2-rev
MI D-03 AGACGCACTCAAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT Hacia adelante | SMART-M | D3-fw
MID-03 AGACGCACTCCAGGGGCCAGTGGATAGAC Inverso migG-CH1-MID3-rev
MID-04 AGCACTGTAGAAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT Hacia adelante | SMART-M | D4-fw
MID-04 AGCACTGTAGCAGGGGCCAGTGGATAGAC Inverso migG-CH1-MID4-rev
MID-05 ATCAGACACGAAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT Hacia adelante | SMART-MID5-fw
MID-05 ATCAGACACGCAGGGGCCAGTGGATAGAC Inverso migG-CH1-MID-rev
MID-06 ATATCGCGAGAAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT Hacia adelante | SMART-MID6-fw
MID-06 ATATCGCGAGCAGGGGCCAGTGGATAGAC Inverso migG-CH1-MID6-rev
MID-07 CGTGTCTCTAAAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT Hacia adelante | SMART-MID7-fw
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MID-07 CGTGTCTCTACAGGGGCCAGTGGATAGAC Inverso migG-CH1-MID7-rev
MID-08 CTCGCGTGTCAAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT Hacia adelante | SMART-MID7-fw
MID-08 CTCGCGTGTCCAGGGGCCAGTGGATAGAC Inverso migG-CH1-MID8-rev

* La secuencia de la etiqueta de MID esta subrayada; la secuencia SMART esta en negrita; la secuencia de HC
constante de IgG en letra normal.

Tabla 14: Cebadores usados para el material de secuenciacion profunda de ratones no inmunizados (una etiqueta

de MID por poblacién celular por ratéon)

Fraccién Etiqueta Secuencia* Tipo de Nombre del
celular* de MID cebador cebador
Células B AGCACTGTAGAAGCAGTGGTATCAACGCAGAG
| MALTO T Hacia
9 MID-04 SMART-MID4-fw
adelante
ratén 1
Células B GCACTGTAGGGCCACCAGATTCTTATCAGAC
I MALTO AGCACTGTAG ACCAGATTCTTATCAGA mouse IgM-CH1-
9 MID-04 Inverso
MID4-rev
ratén 1
Células B ATCAGACACGAAGCAGTGGTATCAACGCAGAG
| DALTO T Hacia
9 MID-05 SMART-MID5-fw
adelante
ratén 1
Células B CAGACACGCAGTTCTGAGGCCAGCACAGTG
D" ATCAGACACGCAGTTCTGA! AGCACAGT mouse IgD-CH1-
9 MID-05 Inverso
MID5-rev
ratén 1
Células B
ALTO TCTCTATGCGAAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT | ;..
IgM MID-10 SMART-MID10-fw
adelante
ratén 2
Células B TCTCTATGCGGGCCACCAGATTCTTATCAGAC
IaMLT© 1LILIATLLE mouse IgM-CH1-
9 MID-10 Inverso
MID10-rev
ratén 2
Células B
ALTO TGATACGTCTAAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT | ..
IgD MID-11 SMART-M D11-fw
adelante
ratén 2
Células B TGATACGTCTCAGTTCTGAGGCCAGCACAGTG
1gD" ™ 2 9y mouse IgD-CH1-
9 MID-11 Inverso
MID11-rev
ratén 2
Células B
ALTO TCACGTACTAAAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT | ..
IgM MID-16 SMART-MID16-fw
adelante
ratéon 3
Células B CACGTACTAGGCCACCAGATTCTTATCAGAC
ML TCACGTACTA ACCAGATTCTTATCAGA mouse IgM-CH1-
9 MID-16 Inverso
MID16-rev
ratéon 3
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Células B CGTCTAGTACAAGCAGTGGTATCAACGCAGAG

g™ ™ MD-17 | T hdelante | SVART-MID17-w
raton 3

f;iﬂarlg 8 MID-17 CGTCTAGTACCAGTTCTGAGGCCAGCACAGTG nverso Inlsc;UYS(raegD_Cl_H_M
raton 3

* Células B seleccionadas para expresion de solamente LC de huVK1-39 LC.

** La secuencia de la etiqueta de MID esta subrayada; la secuencia SMART esta en negrita; las secuencias
constantes de IgD o IgM en letra normal.

Para el analisis de los resultados de secuenciacion, se usaron algoritmos disefiados a medida para la identificacion y
alineacion de genes VH de las regiones HCDR3. En resumen, los datos de la secuencia en bruto se importaron a un
programa de ordenador dedicado, que tradujo todas las secuencias de nucledtidos en seis marcos de lectura
potencial de proteina, cada uno de los cuales fue sometido a los siguientes criterios de filtro secuencial para
encontrar genes VH humanos correctos y completos:

- Se rechazaron secuencias mas cortas de 75 aminoacidos, ya que se consideré como la longitud minima para
identificar positivamente los genes VH.

- Se rechazaron secuencias sin dos cisteinas canodnicas, ya que éstas se usaron para identificar genes VH y
marcos de lectura.

- Los marcos 1 a 4 se buscaron con base en la homologia con genes VH en una base de datos. Si uno o mas de
estos marcos no se encontraron, la secuencia fue rechazada.

- CDR1, 2y 3 se identificaron con base en las regiones marco identificadas. La secuencia se rechazé cuando un
codoén de parada estaba presente en una o mas de las CDR.

Las secuencias que pasaron estos criterios se clasificaron como las secuencias de VH anotadas. Todas las
secuencias de VH seleccionadas se sometieron a otro algoritmo para agruparlas en grupos con una HCDR3 100%
idéntica.

Estos datos dieron como resultado los genes VH anotados y estos genes VH se agruparon con base en la secuencia
de HCDR3. Para analizar la expansion selectiva de las regiones HCDR3 en genes VH en ratones inmunizados frente
a ratones no inmunizados, los resultados se tabularon y se expresaron como la proporcion de regiones VH anotadas
sobre grupos con regiones idénticas de HCDR3 (Tabla 15). Para facilitar la interpretacion, los resultados para las
fracciones de células B separadas de ratones no inmunizados se agruparon de manera que la relacion se pudo
analizar para todas las células B maduras sin procesar con antigeno.

Tabla 15: Datos de secuenciacién profunda de ratones inmunizados frente a los no inmunizados.

Inmunizacién Poblacién analizada de células B Regiones VH | Grupos con Relacion
anotadas HCDR3 idéntica | VH/grupos

Ninguna Total de células B maduras* 39.626 30.716 1,3
Ninguna Total de células B maduras* 6.102 5.676 1,1
Ninguna Total de células B maduras* 9.128 8.437 1,1
Proteina cMet Total de células B 34.327 2.757 12,5
Proteina cMet Total de células B 90.049 4.511 20,0
Proteina cMet y células Total de células B 19.645 3.233 6,1
Proteina cMet y células Total de células B 75.838 4 557 16,6
Proteina EGFR Células B IgG* 46.924 4518 10,4
Proteina EGFR Células B IgG* 3.799 1201 3,2
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Proteina EGFR y células Total de células B 60.979 3526 17,3

Proteina EGFR y células Total de células B 43.631 2452 17,8

* Células B que expresan ya sea IgM o IgD.

A partir de la tabla 15 puede observarse facilmente que el nimero de grupos con HCDR3 idéntico en ratones no
inmunizados esta en el orden del numero de genes VH anotados, que se refleja en relaciones de VH/grupo cercanas
a 1,0. Esto implica que en estos ratones no habia ninglin desencadenante para la expansion selectiva de células B
que portarian VH con ciertas regiones HCDR3, como se esperaria en ausencia de un estimulo inmunogénico. Por el
contrario, en ratones inmunizados la relaciéon de regiones VH sobre grupos con HCDR3 idéntico es, aunque variable
entre ratones individuales, mucho mas alta y las relaciones de VH/grupo oscilan entre 3,2 a 20,0. Por lo tanto, en
ratones inmunizados esta presente en alta frecuencia una gran fraccion de secuencias de HCDRS3 en el repertorio
probablemente como resultado de expansion clonal de células B reactivas al antigeno debido a la inmunizacion de
los ratones. Esto indica que las regiones VH de alta frecuencia son los clones que son especificos para el antigeno
de interés y sugiere que extraer estos genes VH y su expresion como Fab o IgG junto con la cadena ligera comun
producira anticuerpos con especificidad por el antigeno. Los datos de que esto es realmente el caso se muestran en
el Ejemplo 9. La funcionalidad de estos anticuerpos especificos de antigeno puede ser posteriormente probada en
ensayos funcionales.

Ejemplo 9

Secuencia profunda de repertorios de VH y generacion de mapas de calor de HCDR3 a partir de ratones
inmunizados que expresan una cadena ligera comun.

Como se desprende del Ejemplo 8, una gran fraccion de secuencias de HCDR3 esta presente con una alta
frecuencia en el repertorio de VH de ratones inmunizados que portan una cadena ligera comun frente a ratones no
inmunizados. En el presente ejemplo, se extrajo el repertorio de estos genes VH mas frecuentemente usados de
ratones inmunizados para encontrar dominios de unién derivados de cadena pesada especificos de antigeno que,
tras combinacioén con la cadena ligera comun, produciran anticuerpos funcionales contra el objetivo de interés.

Se generd y procesé material de ratones que portan el transgén huVK1-39 y un minilocus de HC humano ftras la
inmunizacién con cMet o EGFR (proteina-Fc o proteina-Fc que alternan con células que expresan las respectivas
proteinas en su superficie; dos ratones por estrategia de modo que ocho en total) como se describe en el Ejemplo 8.

La secuenciacion profunda y el analisis del repertorio de VH incluyendo el agrupamiento basado en la identidad de
HCDRS3 reveld un total de 287.920 secuencias que podrian agruparse en 813 grupos Unicos. Todas las secuencias
en un grupo se derivaron del mismo gen VH de linea germinal. Los grupos que contenian mas de 50 VH (con
HCDRS3 idéntico al nivel de aminoacidos, pero por lo demas diferentes regiones de VH) se recogieron en una base
de datos para repertorios de todos los ocho ratones. Esto se hizo ya que se observd superposicion (limitada) de
secuencias de HCDR3 entre los repertorios de los ocho ratones. Las secuencias de VH se clasificaron entonces por
identidad de longitud de HCDR3 y de secuencia de HCDR3. A continuacion, se agruparon ademas las secuencias
de HCDR3 con base en la probabilidad de un VDJ unico (es decir, si HCDR3 en diferentes grupos contenia una
diferencia de < 2 aminoacidos, entonces se consideraban parte del mismo grupo y se agruparon). Este proceso se
realiz6 manualmente en una hoja de calculo de Excel, pero podria ser mejor realizado con base en la alineacion de
secuencias de nucleétidos de HCDR3. Las herramientas para facilitar esto estan en desarrollo. Esto resulté en un
total de 399 grupos con el mismo numero de secuencias totales. A continuacion, los grupos se alinearon en funcién
de su tamafio (es decir, el numero total de secuencias en el grupo) y se seleccionaron los ~100 mejores grupos para
cada objetivo seleccionado. Esto dio como resultado un total de 228 secuencias Unicas: 134 de ratones inmunizados
con cMet y 94 de ratones inmunizados con EGFR. Finalmente, para seleccionar la secuencia de nucleétidos a clonar
nuevamente como una IgG de cada grupo, se analiz6 la alineacion de la secuencia de aminoacidos de VH para cada
grupo y se eligio la secuencia mas frecuente en el grupo para clonar nuevamente.

Las secuencias de nucleétidos correspondientes se recuperaron, se modificaron para contener sitios de restriccion
para la clonacion en un vector de expresion y para la eliminacion de sitios de restriccion excesivos mediante
mutacion silenciosa y después se sintetizaron de acuerdo con procedimientos conocidos por el experto en la
materia. Los genes sintetizados se clonaron a granel en un vector para expresion en el formato de IgG1 humano
incluyendo la cadena ligera comun de huVK1-39. De los clones obtenidos, se escogieron 400 clones mediante
procedimientos estandar y se secuenciaron, y se repitio la clonacion a granel para secuencias faltantes o incorrectas
hasta que se recuperé >90% del repertorio de 228. EI ADN se recupero y transfirid transitoriamente a una linea
celular de produccion de anticuerpos. Los métodos usados para modificar secuencias, sintetizar ADN, clonar,
secuenciar y producir IgG por transfeccién son todos conocidos en la técnica.

La concentracion de IgG de las producciones se determiné usando tecnologia de Octet (FortéBIO) de acuerdo con
las instrucciones del fabricante para la cuantificacion basica con un chip sensor de proteina A con regeneracion
(FortéBIO, cat. N° 18-0004/-5010/-5012/-5013). Los 228 IgG se sometieron posteriormente a ensayos para la union
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especifica de antigeno por ELISA a una concentracion de 5 pug/ml. De las secuencias ensayadas, se encontré que
16 de 110 (15%) se unen especificamente a cMet y 6 de 88 (7%) a EGFR. Los otros grupos frecuentes representan,
en su gran mayoria, anticuerpos dirigidos a la parte Fc del antigeno. Debe observarse que la cola Fc de las
proteinas de fusion Fc puede ser particularmente inmunogénica (Ling 1987, Immunology, vol. 62, parte 1, paginas 1-
6). Dado que estas secuencias se derivaron de material de ratones inmunizados con proteinas de fusion Fc en
adyuvante, una gran parte de la respuesta humoral se dirigira a la cola Fc (véanse los Ejemplos 3 y 4). La unién a
células que expresan el antigeno en su superficie se realizé solamente para IgG con dominios de union derivados de
ratones que se inmunizaron con proteina y células, usando células MKN45 que expresan cMet o células A431 que
expresan EGFR. Todas las IgG procedentes de ratones inmunizados con células que tefilan cMet o EGFR en ELISA
también tifieron células que expresan los respectivos antigenos (datos no mostrados). Se espera que tras la
inmunizacién con antigeno puro tal como a través de tatuaje de ADN, el porcentaje de clones especificos de
antigeno aumentara adn mas.

Para caracterizar funcionalmente la IgG especifica de EGFR, se ensay6 su potencia para inhibir la muerte celular
inducida por EGF de células A431 (Gulli et al., 1996, Cell Growth Diff 7, paginas 173-178). De los 5 mAb anti-EGFR
ensayados, 3 mostraron inhibir la muerte de células A431 inducida por EGF (Figura 10). Las IgG especificas de cMet
se ensayaron en cuanto a la funcionalidad determinando su capacidad para competir con varios anticuerpos de
referencia obtenidos de la literatura (de patente) para la union a cMet en un ELISA competitivo de unién.
Brevemente, se recubrieron placas de 96 pozos con cMet-Fc y luego se incubaron con un exceso de uno de varios
anticuerpos de referencia. Posteriormente, se afiadieron aglutinantes especificos de cMet marcados, seguido por un
anticuerpo de deteccion marcado con peroxidasa que reconocio los aglutinantes de cMet unidos. Este ultimo se
detectd utilizando TMB como sustrato. De los 10 mAb cMet ensayados, se demostré que 7 compiten por la unién de
cMet con anticuerpos de referencia.

Por lo tanto, mediante el uso de métodos de secuenciacion profunda se puede identificar un amplio panel de
diversos VH especificos de antigeno que representan un uso diverso de VH, diversos HCDR3 y maduracion clonal.
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Reivindicaciones

1. Un método para producir al menos dos anticuerpos que se unen a un antigeno o epitopo seleccionado de interés,
dicho método comprende al menos las siguientes etapas:

a) proporcionar una poblacion de células B que expresan un repertorio limitado de VL que comprende no mas de 10
VL diferentes, en las que esencialmente todas las citadas células B portan al menos una VL, en donde dicha
poblacién de células B se obtiene a partir de un animal transgénico no humano que porta un repertorio limitado de
VL, en donde dicho repertorio limitado de VL consiste en menos de 10 VL, en donde dicho animal no humano ha
sido inmunizado con dicho antigeno, y en donde dicha poblacion de células B comprende células B obtenidas del
bazo y/o al menos un ganglio linfatico,

b) obtener acidos nucleicos a partir de dichas células B,

c) opcionalmente, amplificacién de secuencias de acido nucleico que codifican regiones variables de cadena pesada
de inmunoglobulina en dicha muestra,

d) secuenciacion al menos parcial de esencialmente todos los acidos nucleicos obtenidos de la etapa b) o los
productos de amplificacion de etapa c),

e) realizar un analisis de frecuencia de las secuencias de VH de la etapa d), que comprende secuencias de CDR3
de cadena pesada,

f) seleccionar las 20 secuencias de VH mas abundantes,

g) proporcionar células huésped con al menos un vector que comprende al menos una de dichas secuencias de VH
y al menos una secuencia de VL de dicho repertorio limitado de VL,

h) cultivar dichas células huésped y permitir la expresion de polipéptidos de VH y VL,
i) obtener dichos anticuerpos.

2. Un método para producir al menos dos anticuerpos que se unen a un antigeno o epitopo de interés seleccionado,
dicho método comprende al menos las siguientes etapas:

a) proporcionar una poblacion de células B que expresan un repertorio limitado de VL que comprende no mas de 10
VL diferentes, en las que esencialmente todas las citadas células B portan al menos una VL, en donde dicha
poblacién de células B se obtiene a partir de un animal transgénico no humano que porta un repertorio limitado de
VL, en donde dicho repertorio limitado de VL consiste de menos de 10 VL, en el que dicho animal no humano ha
sido inmunizado con dicho antigeno, y en donde dicha poblacion de células B comprende células B obtenidas del
bazo y/o al menos un ganglio linfatico,

b) obtener acidos nucleicos a partir de dichas células B,

c) opcionalmente, amplificacion de secuencias de acido nucleico que codifican regiones variables de cadena pesada
de inmunoglobulina en dicha muestra,

d) secuenciacion al menos parcial de esencialmente todos los acidos nucleicos obtenidos de la etapa b) o los
productos de amplificacion de la etapa c),

e) realizar un analisis de frecuencia de las secuencias de VH de la etapa d), que comprende secuencias de CDR3
de cadena pesada,

f) seleccionar las 20 secuencias de VH mas abundantes,

g) proporcionar células huésped con al menos un vector que comprende al menos una de dichas secuencias de VH,
en donde dichas células huésped comprenden una secuencia de acido nucleico que codifica una cadena ligera
comun que es capaz de emparejarse con dicha VH,

h) cultivar dichas células huésped y permitir la expresion de polipéptidos de VH y VL,
i) obtener dichos anticuerpos.

3. Un método de acuerdo con la reivindicaciéon 1 o 2, que comprende ademas tomar una muestra de dichas células
cultivadas, comprendiendo la muestra al menos uno de dichos anticuerpos, y someter la muestra a al menos un
ensayo funcional, y seleccionar al menos una célula que expresa un anticuerpo con la especificidad de unidn
deseada, afinidad, actividad neutralizante, actividad de muerte de células tumorales y/o actividad de inhibicion de la
proliferacion.
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4. Un método de acuerdo con la reivindicacién 1 o 2 o 3, que comprende ademas proporcionar dichas células
huésped con medios para la expresion de dicha al menos una VH y VL en un formato de inmunoglobulina.

5. Un método de acuerdo con la reivindicacion 4, en el que dicho formato de inmunoglobulina comprende al menos
un anticuerpo monoespecifico, y/o al menos un anticuerpo biespecifico.

6. Un método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en el que dicho repertorio limitado de VL
consta de una Unica VL.

7. Un método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en el que dicho repertorio limitado de VL
consiste en una Unica VL humana reordenada, preferiblemente la cadena ligera de IGKV1-39 humana.

8. Un método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en el que dicha poblacién de células B se
obtiene a partir de un raton transgénico que ha sido inmunizado con un antigeno.

9. Un método de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que se seleccionan las 50 secuencias de VH mas
abundantes.

10. Un método de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que se seleccionan las 100 secuencias de VH mas
abundantes.

11. Un método de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que se seleccionan las 200 secuencias de VH mas
abundantes.

12. Un método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-11, que comprende ademas preparar
mezclas de anticuerpos, preferiblemente que comprende anticuerpos biespecificos.
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Figura 2
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Figura 3
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Figura 4
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Figura 5
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Figura 6
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Figura 7
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Figura 8
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Figura 9
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Figura 10
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