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DESCRIPCION

Marcos de inmunoglobulina que demuestran estabilidad mejorada en el ambiente intracelular y métodos para su
identificacion.

Campo de la invencion
La invencion se refiere a quimica de proteinas, biologia molecular e inmunologia.
Antecedentes de la técnica relacionada

Los anticuerpos pueden reconocer y dirigirse a casi cualquier molécula con alta especificidad y afinidad. Esta
caracteristica ha sido explotada para convertir estas proteinas naturales en poderosas herramientas para
aplicaciones diagnosticas y terapéuticas. Los avances en la tecnologia de ADN recombinante han facilitado la
manipulacion, clonacién y expresion de genes de anticuerpos en una amplia variedad de células no linfoides (Skerra,
1988, Martineau, 1998; Verma, 1998). Se han construido varios fragmentos de anticuerpos diferentes para
adaptarse mejor a las diversas aplicaciones. La entidad mas pequefia que conserva la capacidad completa de unién
a antigeno de la inmunoglobulina parental completa es el fragmento Fv monocatenario (scFv) (Bird, 1988). Este
fragmento de anticuerpo comprende las regiones variables de las cadenas pesada y ligera unidas por un enlazador
peptidico flexible, que permite la expresién de la proteina a partir de un Gnico gen.

Los fragmentos de anticuerpos tienen varias ventajas importantes en comparacion con la molécula de
inmunoglobulina completa. Debido a su tamafio mas pequefio, la expresion se facilita y el desempefio se potencia
en una variedad de células huésped de expresion, tales como células de E. coli (Pliickthun, 1996). Ademas, los
fragmentos de anticuerpos permiten una penetracion tumoral mejorada en aplicaciones in vivo (Yokota, 1992) y se
pueden unir covalentemente a diversas moléculas efectoras para enfoques terapéuticos.

Los anticuerpos naturales, que son secretados por las células plasmaticas, han evolucionado para funcionar en un
entorno oxidante extracelular. Para obtener su estructura plegada funcional, generalmente requieren la formacion de
puentes disulfuro dentro de los dominios separados, que son cruciales para la estabilidad del plegamiento de la
inmunoglobulina. En contraste con los anticuerpos de longitud completa, los fragmentos de anticuerpos scFv o Fab
pueden, en principio, expresarse funcionalmente en un entorno reductor dentro de cualquier célula y dirigirse a
cualquier compartimento para dirigir proteinas intracelulares y asi evocar efectos biolégicos especificos (Biocca,
1991). De hecho, algunos fragmentos de anticuerpos monocatenarios intracelulares, que se llaman intracuerpos, se
han aplicado con éxito para modular la funcién de proteinas objetivo intracelulares en diferentes sistemas biolégicos.
Por lo tanto, se ha demostrado la resistencia contra infecciones virales en biotecnologia vegetal (Tavladoraki, 1993;
Benvenuto, 1995), se ha demostrado la union de intracuerpos a proteinas del VIH (Rondon, 1997) y se ha descrito la
unién a productos de oncogenes (Biocca, 1993; Cochet, 1998 Lener, 2000). Ademas, los anticuerpos intracelulares
prometen ser una herramienta valiosa para caracterizar la funcion de una gran cantidad de genes ahora identificados
a través de la secuenciacién del genoma humano (Richardson, 1995; Marasco, 1997). Por ejemplo, se pueden usar
en un enfoque de gendmica funcional para bloquear o0 modular la actividad de proteinas recién identificadas, lo que
contribuye a la comprension de sus funciones. Finalmente, los intracuerpos tienen posibles aplicaciones
diagndsticas y terapéuticas, por ejemplo, en entornos de terapia génica.

A pesar de estas grandes perspectivas, la generacion de intracuerpos funcionales todavia esta limitada por su
inestabilidad e insolubilidad o propension a agregarse. El entorno reductor del citoplasma impide la formacion de
puentes disulfuro intracatenarios conservados, lo que hace que un alto porcentaje de fragmentos de anticuerpos sea
inestable y, como consecuencia, no funcional dentro de la célula (Biocca, 1995; Proba, 1997). La estabilidad y
solubilidad de los fragmentos de anticuerpos representa, por lo tanto, un obstaculo principal para la aplicacién de
intracuerpos como potenciales moduladores de la funcién proteica in vivo. Hasta ahora, no se pueden hacer
predicciones sobre los requisitos de secuencia que hacen que un fragmento de anticuerpo sea funcional en un
entorno intracelular.

Existe, por lo tanto, una necesidad de fragmentos de anticuerpos que tengan un buen desempefio en una amplia
gama de diferentes tipos de células y, por lo tanto, pueden usarse como marcos para diversas especificidades de
unién. Tales marcos pueden usarse para construir bibliotecas para cribado intracelular o pueden servir como
aceptores para las porciones de unién de un anticuerpo existente.

Ademas de ser especialmente adecuados para aplicaciones intracelulares, tales fragmentos de anticuerpos o
anticuerpos completos basados en marcos de dominio variable muy estables también tienen una clara ventaja sobre
otros anticuerpos en numerosas aplicaciones extracelulares e in vitro. Cuando tales estructuras se producen en un
entorno oxidante, se pueden formar sus puentes disulfuro, mejorando alin mas su estabilidad y haciéndolas
altamente resistentes a la agregacion y a la degradacion de la proteasa. La semivida in vivo (y por lo tanto la
resistencia a la agregacion y degradacion por proteasas séricas) es, ademas de la afinidad y especificidad, el factor
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mas importante para el éxito de anticuerpos en aplicaciones terapéuticas o de diagnéstico (Willuda, 1999). La
semivida de los fragmentos de anticuerpos puede incrementarse ain mas mediante la unién covalente de moléculas
poliméricas tales como polietilenglicol (PEG) (Weir, 2002). Las moléculas estables de este tipo representan un
avance significativo en el uso de anticuerpos, especialmente, pero no exclusivamente, cuando no se desea la
funcionalidad de Fc.

La gran importancia practica de las bibliotecas de fragmentos de anticuerpos ha motivado la investigacion en esta
area. Winter (documento EP 0368684) ha proporcionado la clonacion inicial y la expresién de genes de region
variable de anticuerpos. Partiendo de estos genes, ha creado grandes bibliotecas de anticuerpos que tienen una alta
diversidad tanto en las regiones determinantes de complementariedad (CDR) como en las regiones marco. Winter
no revela, sin embargo, la utilidad de diferentes marcos para la construccion de bibliotecas.

La ensefianza de Plickthun (documento EP 0859841), por otro lado, ha intentado mejorar el disefio de la biblioteca
limitando los marcos a un ndmero definido de secuencias consenso sintéticas. Los esfuerzos de ingenieria de
proteinas que implican la introduccion de una gran cantidad de mutaciones disefiadas racionalmente han sugerido
previamente mutaciones hacia la secuencia consenso respectiva como un medio adecuado para la mejora de la
estabilidad de dominios de inmunoglobulina variables aislados (Ohage 1999; Ohage 1999 y el documento US
5.854.027).

Plickthun (documento EP 0859841) describe métodos para la optimizaciéon adicional de afinidades de union
basadas en estas secuencias consenso. La patente de Pliickthun también reconoce el continuo aumento en el
conocimiento sobre los anticuerpos y en consecuencia tiene como objetivo incluir tales hallazgos futuros en el disefio
de la biblioteca. Sin embargo, no se sugieren posibles mejoras adicionales de los marcos de consenso sintéticos.

Las ensefianzas de Winter, Plickthun y otros (por ejemplo, Soderlind, documento WO 0175091) han intentado crear
grandes bibliotecas de anticuerpos con un enfoque en alta diversidad en las CDR para la seleccion y aplicaciéon de
los scFv seleccionados bajo condiciones oxidantes. Sin embargo, todas estas bibliotecas no estan optimizadas para
aplicaciones intracelulares y, por lo tanto, no son utiles para la seleccién y aplicaciones en un entorno reductor u
otras condiciones que establecen requisitos especiales sobre la estabilidad y solubilidad del fragmento de anticuerpo
expresado.

Las cualidades requeridas para que los fragmentos de anticuerpo funcionen bien en un entorno reductor, por
ejemplo, el citoplasma de las células procariotas y eucariotas, no estan claras. La aplicacién de anticuerpos
intracelulares o "intracuerpos" estd por lo tanto actualmente limitada por su comportamiento impredecible en
condiciones reductoras, lo que puede afectar su estabilidad y propiedades de solubilidad (Biocca, 1995; Worn,
2000). Las presentes solicitudes de patente (EP1040201, EP1166121 y W00200729) y publicaciones (Visintin,
1999) concernientes al cribado intracelular para intracuerpos se centran en la tecnologia de cribado, pero no
describen secuencias de anticuerpos especificas que sean funcionales en células eucariotas, en particular en
levadura, y, por lo tanto, Gtiles para la construccién de la biblioteca en este contexto.

Visintin y Tse han descrito independientemente el aislamiento de la llamada secuencia consenso intracelular (ICS)
(Visintin, 2002; Tse, 2002). Esta secuencia se derivd de varias secuencias que se habian aislado a partir de un
cribado de interaccién antigeno-anticuerpo en levadura. La entrada en el cribado intracelular, sin embargo, fue muy
sesgada debido a la seleccion previa de presentacion de fagos. Por lo tanto, todas menos una de las secuencias de
entrada, pertenecian al subgrupo VH 3 en el caso de Visintin et al. La secuencia consenso publicada ICS es
completamente idéntica a la secuencia consenso para el subgrupo VH 3 humano descrito por Knappik (2000) y el
documento EP0859841. 60 de los 62 aminoacidos de la ICS son también idénticos a la secuencia consenso general
del dominio VH humano que Steipe propuso como base para la construccion de dominios variables con estabilidad
mejorada (Patente de Estados Unidos N° 6.262.238). Estos trabajos, a su vez, se basaron en colecciones de
secuencias anteriores (es decir, Kabat, 1991 y definiciones de subgrupos de dominio variable y determinantes
estructurales (TomLinson, 1992, Williams, 1996, Chothia, 1989 y Chothia, 1987). Sin embargo, debido a que la
entrada a la seleccion del intracuerpo estaba muy sesgada (es decir, en el caso de Visintin et al., todos menos uno
de los dominios VH eran VH3), el aislamiento de las secuencias de VH3 del cribado intracelular no es
particularmente sorprendente. Debido al gran sesgo de su biblioteca de entrada, el trabajo de Tse et al. y Visintin et
al. no proporciona una evaluacion exhaustiva del repertorio del dominio variable humano como seria proporcionado
por una investigacién imparcial y como se requiere para identificar los marcos intracuerpo Utiles presentes en el
repertorio humano.

Hemos descrito previamente un sistema que permite la seleccidn de intracuerpos estables y solubles en levadura,
independientemente de su especificidad de unién a antigeno (Auf der Maur (2001), WO0148017). Este enfoque
permite el cribado eficiente de bibliotecas de scFv y el aislamiento de estructuras especificas, que son estables y
solubles en el entorno reductor de la célula de levadura. El objetivo sigue siendo aislar realmente las secuencias
marco y utilizar los patrones en un primer paso para predecir qué tipos de secuencia serian mas estables en el
entorno reductor y en un segundo paso identificar mediante analisis, recombinacion y otros experimentos in vivo e in
vitro la secuencia 6ptima.
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Breve resumen de la invencion

La presente invencion llena un enlace faltante en el campo de la generacion de anticuerpos. Proporciona secuencias
marco de dominio variable de anticuerpo con caracteristicas superiores en cuanto a estabilidad y solubilidad. Estas
son funciones cruciales para muchas aplicaciones relevantes, como en diagnéstico, terapia o investigacion. Estos
marcos pueden usarse para el injerto de especificidades de unién existentes o para la generacion de bibliotecas de
anticuerpos con alta estabilidad y solubilidad.

Las bibliotecas de ScFv se usaron para el aislamiento de marcos que son estables y solubles en el entorno reductor
de la célula de levadura. El desempefio de los marcos aislados se ha caracterizado posteriormente en lineas
celulares humanas y en experimentos in vitro. Los marcos descritos pueden servir directamente como estructuras
principales aceptables para especificidades de unidén existentes o para construir bibliotecas de CDR mediante
aleatorizacion de uno o mas de los bucles hipervariables para su uso en entornos reductores o desafiantes. Las
secuencias de dominio variable aisladas se han analizado adicionalmente mediante alineacion para identificar
familias de secuencias preferidas. A partir de esas familias de secuencias de dominio variable preferidas, se
eligieron las secuencias Optimas en base a un analisis estructural que excluye las secuencias que contienen
residuos de marco que alteran el plegado de la inmunoglobulina. Los candidatos de secuencia de dominio variable
identificados se recombinaron posteriormente en todas las variaciones posibles y las combinaciones 6ptimas de los
dominios variables de cadena ligera y pesada se seleccionaron mediante andlisis de su desempefio en levadura,
células de mamifero e in vitro.

Estos scFv optimizados y sus marcos de dominio variable constituyentes, asi como otros fragmentos de anticuerpos
0 anticuerpos completos derivados de los mismos, son ideales, por ejemplo, como cadenas principales aceptoras
para especificidades de union existentes o para la construccién de bibliotecas de CDR mediante aleatorizacion de
uno o mas de los bucles hipervariables para usar en entornos reductores o desafiantes. Los anticuerpos adecuados
para aplicaciones intracelulares son, por definicion, mas estables y solubles. En consecuencia, su uso también sera
ventajoso en aplicaciones fuera del entorno intracelular.

La invencion se refiere a marcos de dominios variables de anticuerpos y fragmentos de anticuerpo Fv
monocatenarios (ScFv) que pueden incorporarse en diversos fragmentos de anticuerpos o anticuerpos completos.
Se proporcionan clases de fragmentos de dominios variables de anticuerpos que son los mas estables y solubles y,
por lo tanto, mas adecuados para aplicaciones intracelulares. También se proporcionan secuencias marco
especificas de dominios variables de anticuerpos y fragmentos de anticuerpos scFv que muestran el desempefio
mas alto en ensayos intracelulares. La invencion también se refiere a secuencias marco especificas de dominios
variables de anticuerpos y combinaciones sintéticas de dominios variables de cadena ligera y pesada en fragmentos
scFv que son, por ejemplo, 6ptimos para aplicaciones intracelulares y muestran un desempefio 6ptimo in vitro con
respecto a la estabilidad y solubilidad.

La invencion proporciona reactivos marco monocatenarios que tienen las estructuras generales:
NHz-VL-enlazador-VH-COOH o

NH2-VH-enlazador-VL-COOH,

caracterizado porque el dominio VL tiene la secuencia marco de SEQ ID NO. 4 y el dominio VH tiene la secuencia
marco de SEQ ID NO. 11, en donde el marco del scFv es estable en condiciones reductoras.

En otra realizacion de la invencién, el marco monocatenario puede fusionarse con un segundo residuo proteinico
para producir un constructo de fusion de la estructura general:

NH2-VL-enlazador-VH-segunda proteina-COOH
NH2-segunda proteina-VL-enlazador-VH-COOH.
La orientacion de las regiones VH y VL en estos constructos de fusién puede invertirse.

En otra realizacién de la invencidn, los dominios variables se pueden incorporar en un fragmento Fab, que se puede
fusionar adicionalmente a un segundo residuo de proteina para producir constructos de fusion de la estructura
general:

NH2-VH-CH-segunda proteina-COOH y NH2-VL-CL-COOH.

La segunda proteina se puede fusionar con el extremo terminal C de la cadena pesada o la cadena ligera.
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En una realizacién preferida, la segunda proteina del constructo de fusién de marco monocatenario o Fab es una
proteina que proporciona una lectura para ensayos intracelulares, bien sea directamente o mediante activacion
transcripcional.

Se divulgan aqui clases marco de dominios variables de anticuerpos y secuencias de dominios variables y scFv que
son adecuados para injertar los bucles hipervariables de anticuerpos existentes, por ejemplo, para obtener
anticuerpos que son funcionales en un entorno reductor o desafiante.

Se describen adicionalmente en el presente documento clases de marcos de dominios variables de anticuerpos y
secuencias de dominios variables y scFv que, por ejemplo, a través de la aleatorizaciéon de uno o mas de los bucles
hipervariables de dichos marcos, son adecuados para la creacién de bibliotecas para su uso en un ambiente
reductor o desafiante.

También se describe aqui el uso de las secuencias descritas en la identificacion de residuos conservados y
secuencias consenso.

Los anticuerpos o fragmentos de anticuerpos que resultan del uso de los marcos descritos pueden usarse como
reactivos en la validacion del objetivo y en terapia, prevencion y diagnéstico de enfermedades humanas, animales y
vegetales. Los anticuerpos se pueden usar en forma de proteina o ADN que codifica una proteina de este tipo y no
se limitan a aplicaciones intracelulares.

La invencion esta definida por las reivindicaciones.
Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 muestra el resultado de un cribado tipico de "control de calidad" en levadura ensayada por activacion de
la expresion de lacZ (véase, por ejemplo, el Ejemplo 1). Los clones positivos seleccionados (negro) se identificaron
en varios cribados diferentes y las secuencias correspondientes de los clones positivos se pueden encontrar en las
Tablas 1y 2. Las secuencias seleccionadas se comparan con el control positivo, el injerto lambda muy estable (gris
0ScCuro).

La Figura 2 muestra el desempefio de los marcos aislados de un cribado tipico de "control de calidad" en levadura
(negro) en la linea celular humana Hela, ensayada por la activacion de la expresion de luciferasa en comparacion
con el injerto lambda muy estable (gris oscuro). El control positivo Gal4-VP16 (blanco) proporciona el nivel maximo
posible de activacién transcripcional en el sistema. La actividad de la luciferasa se corrigidé para la eficacia de la
transfeccion.

La Figura 3 muestra el desempefio in vivo de las combinaciones de marco superiores ensayadas en levadura
mediante la activacion de la expresion de lacZ. Las secuencias marco (negro) se comparan con el control positivo (el
injerto lambda muy estable (gris oscuro)). La numeracién de los marcos es como se describe en la Tabla 5.

La Figura 4 muestra el desempefio in vivo de las combinaciones de marco superior analizadas en la linea celular
humana HelLa mediante la activacion de la expresién de luciferasa e ilustradas en comparacion con el injerto lambda
muy estable (gris oscuro). El control positivo, Gal4-VP16 (blanco) proporciona el nivel maximo posible de activacion
transcripcional en el sistema. La actividad de la luciferasa se corrigié para la eficacia de la transfeccion.

La Figura 5 muestra el desempefio in vivo de las combinaciones de marco superiores evaluadas por la cantidad de
proteina soluble producida en el citoplasma de la cepa de levadura S. cerevisiae JPY9.

La Figura 6 muestra el comportamiento de expresion de combinaciones de marcos seleccionados en el periplasma
de E. coli. La flecha indica la ubicacién de la banda correspondiente a los marcos de scFv.

La Figura 7 muestra el desempefio in vivo de combinaciones de marco superior seleccionadas ensayadas en tres
lineas celulares humanas (HelLa, (negro), Saos-2 (gris oscuro) y HEK 293 (blanco)), mediante la activacion de la
expresion de luciferasa e ilustradas en comparacién con el injerto muy estable de lambda. El control positivo Gal4-
VP16 proporciona el nivel maximo posible de activacion transcripcional en el sistema. La actividad de la luciferasa se
corrigio para la eficacia de la transfeccion.

La Figura 8 representa la resistencia a la agregacion a 37°C de combinaciones de marco seleccionadas
cuantificadas por la cantidad de proteina monomeérica presente antes y después de la incubacion, tal como se indica
en el regulador PBS. El panel A es representativo de los marcos 2.4y 5.2 y el panel B para los marcos 4.4, 6.4y 7.3.
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La Figura 9 representa la resistencia a la agregacién por degradacion por proteasas en suero humano a 37°C de
combinaciones de marcos seleccionados, cuantificadas por la cantidad de proteina soluble de longitud completa
presente antes y después de una incubacién prolongada.

La Figura 10 muestra el desempefio in vivo de dos aglutinantes seleccionados en el nuevo marco 7.3 en el contexto
de Fab, ensayado en un ensayo de interaccion de levadura mediante la activacion de la expresion de lacZ. La
expresion de las cadenas de Fab proviene de un promotor bidireccional inducible por galactosa, ya sea en un vector
ars/cen o en uno de 2 micras. La expresion del vector Fab produce la cadena ligera del anticuerpo y una proteina de
fusion VH-CH1-Gal4-AD. Los aglutinantes estan dirigidos contra la quinasa tipo Polo humanal (hPLK1). La unién al
objetivo se compara con la unién inespecifica a un antigeno no relacionado y la unién del marco no aleatorizado 7.3.
Obsérvese que los scFv correspondientes que se han incluido como referencia se expresan a partir de un promotor
de actina (2 micras).

La Figura 11 muestra el desempefio in vivo de los marcos de scFv en el contexto de Fab ensayado por la cantidad
de proteina soluble producida en el citoplasma de la cepa de levadura JPY9. La expresion de la fusién Gal4-AD-
scFv (actina /2 micras) se compara con la expresién del constructo Fab correspondiente, y con el marco parental 7.3
como un Fab, ambos de dos vectores diferentes (inducible por Gal, ars/cen y 2 micras). La expresion del vector Fab
produce la cadena ligera del anticuerpo y una proteina de fusion VH-CH1-Gal4-AD, que se detecta en esta
transferencia.

La Tabla 1 muestra un alineamiento de todas las secuencias marco del dominio VH seleccionadas de varios
cribados de "control de calidad" en levadura.

La Tabla 2 muestra un alineamiento de todas las secuencias marco del dominio VL seleccionadas de varios cribados
de "control de calidad" en levadura.

La Tabla 3 muestra un alineamiento de secuencias elegidas al azar de la biblioteca.

La Tabla 4 muestra un analisis estadistico de la frecuencia de la subclase para los dominios VH y VL en las
secuencias aisladas con el sistema de "control de calidad". Solo se consideraron aquellas secuencias que
posteriormente se descubrié que eran positivas en el ensayo cuantitativo de levadura. Las secuencias seleccionadas
se comparan con la biblioteca no seleccionada como se determina a partir de un nimero limitado de secuencias
aleatorias (Tabla 3).

La Tabla 5 muestra las secuencias usadas para recombinacién adicional y evaluacion de las mejores combinaciones
en scFv y sus respectivas abreviaturas (abb.), fuentes y subfamilias.

Descripcion detallada de la invencion

A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos usados en la presente memoria tienen el
mismo significado que entiende cominmente un experto en la materia a la que pertenece esta invencion. Aunque se
pueden usar métodos y materiales similares o equivalentes a los descritos en este documento en la practica o
prueba de la invencién, los métodos y materiales adecuados se describen a continuacion. En caso de conflicto, la
presente especificacion, incluidas las definiciones, predominaran. Ademas, los materiales, métodos y ejemplos son
solo ilustrativos y no pretenden ser limitantes.

Como se usa en el presente documento, "identidad" se refiere a la similitud de secuencia entre dos polipéptidos,
moléculas o entre dos acidos nucleicos. Cuando una posicidon en ambas secuencias comparadas esta ocupada por
la misma subunidad monomérica de base o aminoacido (por ejemplo, si una posiciéon en cada una de las dos
moléculas de ADN esta ocupada por adenina, o una posicion en cada uno de los dos polipéptidos esta ocupada por
una lisina), entonces las moléculas respectivas son homadlogas en esa posicion. El "porcentaje de identidad" entre
dos secuencias es una funcién del numero de posiciones coincidentes compartidas por las dos secuencias dividido
por el numero de posiciones comparadas x 100. Por ejemplo, si 6 de 10 de las posiciones en dos secuencias
coinciden, entonces las dos secuencias tienen 60% de identidad. A modo de ejemplo, las secuencias de ADN
CTGACT y CAGGTT comparten un 50% de homologia (se combinan 3 de las 6 posiciones totales). En general, se
realiza una comparacién cuando dos secuencias se alinean para obtener la maxima homologia. Tal alineacion
puede proporcionarse usando, por ejemplo, el método de Needleman et al., J. Mol Biol. 48: 443-453 (1970),
implementado convenientemente por programas de ordenador tales como el programa Align (ADNstar, Inc.).

Las secuencias "similares" son aquellas que, cuando estan alineadas, comparten residuos de aminoacidos idénticos
y similares, donde los residuos similares son sustituciones conservadoras de, o "mutaciones puntuales permitidas”
de los correspondientes residuos de aminoacidos en una secuencia de referencia alineada. A este respecto, una
"sustitucion conservadora" de un residuo en una secuencia de referencia es una sustitucion por un residuo que es
fisica o funcionalmente similar al residuo de referencia correspondiente, por ejemplo, que tiene un tamafio, forma,
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carga eléctrica, propiedades quimicas similares, incluyendo la capacidad de formar enlaces covalentes o de
hidrégeno, o similares. Por lo tanto, una secuencia "modificada de sustitucion conservadora” es una que difiere de
una secuencia de referencia o una secuencia de tipo silvestre en que estan presentes una o mas sustituciones
conservadoras o mutaciones puntuales permitidas. El "porcentaje positivo" entre dos secuencias es una funcion del
namero de posiciones que contienen residuos coincidentes o sustituciones conservadoras compartidas por las dos
secuencias divididas por el nUmero de posiciones comparadas x 100. Por ejemplo, si 6 de 10 de las posiciones en
dos las secuencias se corresponden y 2 de 10 posiciones contienen sustituciones conservadoras, luego las dos
secuencias tienen un 80% de homologia positiva.

"Dominio VH" se refiere a la parte variable de la cadena pesada de una molécula de inmunoglobulina.
"Dominio VL" se refiere a la parte variable de la cadena ligera de una molécula de inmunoglobulina.

"Subtipo” VH o VL se refiere al subtipo definido por la secuencia consenso respectiva tal como se define en Knappik
(2000). El término "subfamilia” o "subclase" se usa como sinénimo de "subtipo”. El término "subtipo”, como se usa en
el presente documento, se refiere a secuencias que comparten un alto grado de identidad y similitud con la
secuencia consenso respectiva que representa su subtipo. Si una determinada secuencia de dominio variable
pertenece a un "subtipo” se determina mediante el alineamiento de la secuencia con todos los segmentos conocidos
de la linea germinal humana del dominio respectivo, o las secuencias de consenso definidas y la posterior
identificacion de la mayor homologia. Los métodos para determinar homologias y agrupar secuencias usando
matrices de busqueda, tales como BLOSUM (Henikoff 1992) son bien conocidos por las personas expertas en la
técnica.

"Secuencia consenso de aminoacidos" como se usa en el presente documento se refiere a una secuencia de
aminoacidos, que se puede generar usando una matriz de al menos dos o preferiblemente mas secuencias de
aminoacidos alineadas, y que permite espacios en la alineacion, es posible determinar el residuo de aminoacido mas
frecuente en cada posicién. La secuencia consenso es aquella secuencia que comprende los aminoacidos que se
representan con mayor frecuencia en cada posicion. En el caso de que dos 0 mas aminoacidos estén representados
por igual en una sola posicion, la secuencia consenso incluye ambos o todos esos aminoacidos.

La secuencia de aminoacidos de una proteina puede analizarse a diversos niveles. Por ejemplo, la conservacion o
variabilidad podria exhibirse a nivel de residuo Gnico, nivel de residuo multiple, residuo multiple con espacios, etc.
Los residuos podrian exhibir la conservacién del residuo idéntico o podrian conservarse a nivel de clase. Los
ejemplos de clases de aminoacidos incluyen grupos R polares, pero no cargados (serina, treonina, asparagina y
glutamina); grupos R cargados positivamente (lisina, arginina e histidina); grupos R cargados negativamente (acido
glutdmico y acido aspartico); grupos R hidrofobos (alanina, isoleucina, leucina, metionina, fenilalanina, triptéfano,
valina y tirosina); y aminoacidos especiales (cisteina, glicina y prolina). El experto en la técnica conoce otras clases y
pueden definirse usando determinaciones estructurales u otros datos para evaluar la posibilidad de sustitucion. En
ese sentido, un aminoacido sustituible podria referirse a cualquier aminoacido que pudiera ser sustituido y mantener
la conservacion funcional en esa posicion.

"Secuencia consenso de polinucleétidos” como se usa en la presente memoria se refiere a una secuencia de
nucleétidos, que puede generarse utilizando una matriz de al menos dos o preferiblemente méas secuencias de acido
nucleico alineadas, y permitiendo espacios en la alineacion, es posible determinar el nucleétido mas frecuente en
cada posicion. La secuencia consenso es aquella secuencia que comprende los nucleétidos que se representan con
mayor frecuencia en cada posicion. En el caso de que dos 0 mas nucleétidos estén representados por igual en una
sola posicidn, la secuencia consenso incluye ambos o todos esos nucleétidos.

"Subelemento estructural" como se usa en el presente documento se refiere a tramos de residuos de aminoacidos
dentro de una proteina o polipéptido que corresponden a una parte estructural o funcional definida de la molécula.
Estos pueden ser bucles (es decir, bucles de CDR de un anticuerpo) o cualquier otra estructura secundaria o
funcional dentro de la proteina o polipéptido (es decir, dominios, hélices a, laminas (, regiones marco de
anticuerpos, etc.). Un subelemento estructural puede identificarse usando estructuras conocidas de polipéptidos
similares u homdlogos, o usando las matrices anteriormente mencionadas de secuencias alineadas de aminoacidos.
Aqui la variabilidad en cada posicion es la base para determinar los tramos de residuos de aminoacidos que
pertenecen a un subelemento estructural (por ejemplo, regiones hipervariables de un anticuerpo).

"Subsecuencia” como se usa en este documento se refiere a un mddulo genético que codifica al menos un
subelemento estructural. No es necesariamente idéntico a un subelemento estructural.

"CDR del Anticuerpo” como se usa en el presente documento se refiere a las regiones determinantes de
complementariedad del anticuerpo que consisten en los bucles de union al antigeno como se define por Kabat et al.,
(1991). Cada uno de los dos dominios variables de un fragmento Fv de anticuerpo contiene, por ejemplo, tres CDR.
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"Anticuerpo” como se usa en este documento es un sindnimo de "inmunoglobulina”. Los anticuerpos de acuerdo con
la presente invencion pueden ser inmunoglobulinas enteras o fragmentos de las mismas, que comprenden al menos
un dominio variable de una inmunoglobulina, tales como dominios variables individuales, Fv (Skerra, 1988), scFv
(Bird, 1988; Huston, 1988), Fab, (Fab')2 u otros fragmentos bien conocidos por una persona experta en la técnica.

"Marco de anticuerpo” como se usa en el presente documento se refiere a la parte del dominio variable, VL o VH,
gue sirve como estructura para los bucles de unién a antigeno de este dominio variable (Kabat et al., 1991).

Los fragmentos scFv modificados racionalmente por ingenieria genética han demostrado una clara correlacién entre
la estabilidad termodinamica de un fragmento scFv y su desempefio in vivo (Worn, 2000; Auf der Maur, 2001).
Utilizando un sistema recientemente desarrollado denominado "Control de Calidad" (Auf der Maur, 2001), se han
aislado secuencias marco de dominio variable de anticuerpo especifico que son adecuadas para aplicaciones
intracelulares (tablas 1 y 2), caracterizadas (Figuras 1 y 2) y mejoradas adicionalmente (Figuras 3 a 9 y Tabla 3).
Como se observé en nuestros experimentos previos, los marcos bien realizados seleccionados en el ensayo
intracelular muestran una alta estabilidad in vitro como lo demuestra su resistencia a la agregacion y degradacion
por proteasa a 37°C (Figuras 8 y 9). Por otra parte, surgié un patron que permite una seleccion de marcos para
aplicaciones intracelulares en una base mas general, dependiendo de su subfamilia de marco (Tabla 4). Se
describen secuencias de dominio variable de anticuerpo especificas Utiles para aplicaciones intracelulares, asi como
el patron general. Esto permite, por un lado, el uso de estas secuencias como donantes de marco en experimentos
de injerto para obtener intracuerpos funcionales que retienen la especificidad de unién del donante de bucle.
Adicionalmente, las bibliotecas de anticuerpos se pueden construir usando las secuencias descritas como marcos.
Dichas bibliotecas son adecuadas para sistemas de seleccion intracelular en condiciones reductoras, tales como
aquellas en células procariotas y eucariotas. Adicionalmente, las secuencias descritas pueden usarse para
identificar, por ejemplo, secuencias conservadas o residuos o motivos. El injerto de subelementos estructurales, por
ejemplo, aquellos de los bucles de unién de un anticuerpo (por ejemplo, Jung, 1997), asi como la fabricacion de
bibliotecas de anticuerpos o fragmentos de los mismos (por ejemplo, Vaughan, 1996; Knappik, 2000) ha sido
descrito en detalle y es bien conocido por una persona experta en la técnica.

Debido a que las aplicaciones intracelulares exponen los fragmentos de anticuerpo a condiciones muy desfavorables
(es decir, temperaturas elevadas, entorno reductor), las secuencias descritas en la presente invencion han adquirido
caracteristicas que las hacen resistentes a las condiciones mas adversas. Por lo tanto, cuando se compara con
secuencias "promedio”, las secuencias descritas son de estabilidad y solubilidad sobresalientes como se demuestra
por su resistencia a la agregacion y a la degradacion por proteasas (Figuras 8 y 9). Estas caracteristicas, junto con
su excelente rendimiento de expresion hacen que las secuencias marco de anticuerpo descritas sean Unicamente
adecuadas no solo para uso intracelular, sino especialmente para todas las aplicaciones terapéuticas y de
diagnostico donde una semivida larga, robustez y facilidad de produccién son de gran preocupacion.

La presente invencion permite el disefio de secuencias polipeptidicas que comprenden al menos la parte variable de
un anticuerpo que son utiles para aplicaciones en un entorno reductor o desafiante. Aqui se describe una coleccion
de secuencias marco de anticuerpo Utiles para aplicaciones intracelulares (Tabla 1 y 2). En un primer paso, una
biblioteca de diversas secuencias se criba independientemente de la afinidad de unién usando el sistema de control
de calidad en levadura. Las secuencias aisladas pueden evaluarse por su desempefio intracelular en levaduras y en
células de mamiferos (Figuras 1y 2).

Como se describe en este documento, la coleccién de secuencias aisladas se analiza mediante alineacion para
identificar las subclases de dominio variable de anticuerpo y secuencias consenso que son adecuadas para
aplicaciones intracelulares.

Como se describe adicionalmente en el presente documento, la coleccién de secuencias marco de anticuerpo
descritas anteriormente se analiza adicionalmente por alineacion entre si y agrupaciéon en subfamilias. Todas las
estructuras que pertenecen a un subtipo se comparan con respecto a su desempefio intracelular en levadura y en
células de mamifero (Figuras 1y 2, como ejemplo) y con respecto a la ocurrencia de intercambios negativos, neutros
0 positivos en su secuencia de aminoacidos relativa a el respectivo subtipo de consenso. Una persona experta en la
técnica puede distinguir entre cambios positivos, neutros y negativos en funcién del entorno estructural del residuo
intercambiado particular en el dominio de inmunoglobulina. Posteriormente, se eligen secuencias marco de dominios
de anticuerpos variables que muestran el mejor desempefio intracelular y que carecen de intercambios negativos en
comparacion con sus respectivos subtipos de consenso. Preferiblemente, se seleccionan secuencias que contienen
adicionalmente intercambios de aminoacidos que se consideran positivos.

Como se describe adicionalmente en este documento, los dominios variables de anticuerpos seleccionados de las
cadenas pesada y ligera se recombinan posteriormente en todas las combinaciones posibles en fragmentos scFv,
para identificar las combinaciones con la estabilidad y solubilidad mas altas. Para este fin, los fragmentos scFv
recombinados nuevos se evallan por su desempefio en condiciones reductoras en ensayos de interaccion
intracelular en levadura (Figura 3) y en lineas celulares de mamifero (Figuras 4 y 7) y para expresion intracelular
soluble en levadura (Figura 5). Las combinaciones prometedoras se evallan adicionalmente por su comportamiento
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bajo condiciones oxidantes analizando el desempefio de expresion periplasmatico en E. coli (Figura 6), la resistencia
a la agregacion a temperaturas elevadas (Figura 8) y la resistencia a la agregacién y degradacién por proteasas tras
incubacién prolongada en suero humano a 37°C (Figura 9). Estos datos se usan para identificar el marco de scFv
mas adecuado para cualquier aplicacion especifica, ya sea intracelular o en condiciones oxidantes.

Las secuencias marco seleccionadas y optimizadas descritas en este documento tienen una ventaja significativa no
solo en aplicaciones intracelulares, sino en todas las aplicaciones que pueden beneficiarse de una mayor estabilidad
y/o solubilidad del scFv. Los ejemplos son el almacenamiento a largo plazo a altas concentraciones requeridas para
aplicaciones de diagnéstico, y la semivida funcional prolongada en suero a 37°C (como se requiere, por ejemplo, en
aplicaciones terapéuticas).

De acuerdo con un aspecto, el marco intracuerpo de la presente invencién comprende un marco monocatenario que
tiene la estructura general:

NH2-VL-enlazador-VH-COOH; o
NH2-VH-enlazador-VL-COOH
en donde el marco de VH es del subtipo 1a, 1b o 3.

En otra realizacion, la orientacion de las regiones VH y VL esta invertida en el marco monocatenario descrito
anteriormente.

De acuerdo con un aspecto, el marco intracuerpo de la presente invencién comprende un marco monocatenario que
tiene la estructura general:

NHz-VL-enlazador-VH-COOH; o
NH2 -VH-enlazador-VL-COOH
en donde el marco de VH es del subtipo 1a, 1b o0 3 y el marco de VL es del subtipo A1, A3 o k1.

En otra realizacién, el marco monocatenario de la presente invencién se fusiona con un segundo residuo proteico
para producir un constructo de fusién de la estructura general:

NH2-VL-enlazador-VH-segunda proteina-COOH; o

NH2-segunda proteina-VL-enlazador-VH-COOH

en donde el marco de VH es del subtipo 1a, 1b 0 3 y el marco de VL es del subtipo A1, A3 0 k1.

En otra realizacion, la orientacion de las regiones VH y VL en estos constructos de fusiéon puede invertirse.

En otra realizacién, los dominios variables pueden incorporarse en un fragmento Fab que se puede fusionar
adicionalmente a un segundo residuo proteico para producir constructos de fusion de la estructura general:

NH2-VH-CH-segunda proteina-COOH y NH2-VL-CL-COOH
La segunda proteina se puede fusionar con el extremo terminal C ya sea de la cadena pesada o la cadena ligera.

Como se describe en el presente documento, existe una preferencia muy fuerte en aplicaciones intracelulares para
el marco de VH del subtipo 3, pero también para 1a y 1b. Con respecto al dominio variable de cadena ligera (VL),
hay una clara preferencia por los nimeros para los marcos del tipo kappa 1, pero lambda 1 y 3 también estan
enriquecidos. Estos subtipos de marco, es decir, VH 1a, 1b y 3 combinados con un dominio VL kappa 1, lambda 1 o
3 son por lo tanto mas adecuados para el uso intracelular y otras aplicaciones que requieren las propiedades de
plegamiento del scFv. Por lo tanto, para reducir la cantidad de moléculas que no son funcionales en el entorno
reductor, las bibliotecas para sistemas de cribado intracelular deberian construirse preferencialmente a partir de una
mezcla de estos subtipos de marco.

En una realizacion preferida, el dominio VH de los fragmentos de anticuerpo de la invencion es del subgrupo 1a, 1b
0 3.
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En una realizacién preferida, el dominio VL de los fragmentos de anticuerpo de la invencion es del subgrupo kappal,
lambda 1 o 3.

Como se describe en este documento, los fragmentos de anticuerpo usados como marcos pueden seleccionarse del
grupo que consisteen: 1.1,2.1,3.1,4.1,5.1,1.2,2.2,3.2,42,5.2,1.3,2.3,3.3,43,53,7.3,1.4,24,34,44,54y
6.4 como se describe en la Tabla 5.

Pueden identificarse al menos dos y también mas marcos y luego analizarse. Se puede establecer una base de
datos de las secuencias de proteinas donde las secuencias de proteinas se alinean entre si. La alineacién puede
usarse entonces para definir, por ejemplo, residuos, subelementos, subsecuencias o subgrupos de secuencias de
marco que muestran un alto grado de similitud tanto en la secuencia como, si esa informacién esta disponible, en la
disposicién estructural.

La longitud de los subelementos oscila preferiblemente, pero no exclusivamente, entre 1 aminoacido (tal como un
residuo en el sitio activo de una enzima o un residuo determinante de la estructura) y 150 aminoéacidos (por ejemplo,
dominios de proteina completa). Lo mas preferiblemente, la longitud varia entre 3 y 25 aminoacidos, tal como la mas
comunmente encontrada en bucles de CDR de anticuerpos.

Se pueden sintetizar secuencias consenso de acido nucleico, que se predicen a partir del andlisis. Esto se puede
lograr mediante uno cualquiera de varios métodos bien conocidos por el experto en la técnica, por ejemplo, mediante
sintesis génica total o mediante enfoques basados en PCR.

Las secuencias de acido nucleico se pueden clonar en un vector. El vector podria ser un vector de secuenciacién, un
vector de expresion o un vector de visualizacion (por ejemplo, presentacion en fagos), todos los cuales son bien
conocidos por los expertos en la técnica. Un vector podria comprender una secuencia de acido nucleico, o dos o
mas secuencias nucleicas, en diferentes o el mismo operén. En el dltimo caso, podrian clonarse por separado o
como secuencias contiguas.

Los polipéptidos pueden tener un patron de aminoacidos caracteristico de una especie particular. Esto puede
lograrse, por ejemplo, deduciendo las secuencias consenso de una coleccion de proteinas homélogas de una sola
especie, mas preferiblemente de una coleccién de proteinas humanas.

Una realizacion adicional de la presente invencién se refiere a proteinas de fusién al proporcionar una secuencia de
ADN que codifica tanto el polipéptido, como se describié anteriormente, como también un residuo adicional.

Se describen adicionalmente en la presente memoria secuencias de acidos nucleicos, vectores que contienen las
secuencias de acidos nucleicos, células huésped que contienen los vectores, y polipéptidos obtenibles de acuerdo
con los métodos descritos en este documento.

La sintesis o colocacion de sitios de restriccion al final de las secuencias de acido nucleico de la invencion permite
que se clonen en vectores adecuados.

Ademas, en este documento, se describen sistemas de vectores que son compatibles con las secuencias de acidos
nucleicos que codifican los polipéptidos. Los vectores comprenden sitios de restriccion, que serian, por ejemplo,
Unicos dentro del sistema de vector y esencialmente Unicos con respecto a los sitios de restriccion incorporados en
las secuencias de acido nucleico que codifican los polipéptidos, excepto por ejemplo los sitios de restriccion
necesarios para clonar las secuencias de acido nucleico en el vector.

También se describe aqui un kit, que comprende una o mas de la lista de secuencias de acidos nucleicos, vectores
recombinantes, polipéptidos y vectores de acuerdo con los métodos descritos anteriormente, y, por ejemplo, células
hospedadoras adecuadas para producir los polipéptidos.

Todas las realizaciones anteriores de la presente invencién pueden efectuarse usando técnicas estandar de biologia
molecular conocidas por los expertos en la técnica.

En otra realizacion, la secuencia de acido nucleico es cualquier secuencia capaz de codificar los polipéptidos de la
invencion.

En otra realizacion, los acidos nucleicos de la invencion se usan en terapia génica.

Como se describe en este documento, el marco monocatenario puede ser una variante de cualquiera de las
secuencias 1.1, 2.1,3.1,4.1,5.1, 1.2, 2.2,3.2,4.2,52,1.3,2.3,3.3,4.3,53,7.3,14,24,34,4.4,54, 6.4 (Tabla
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5), donde la "variante" como se usa en el presente documento se refiere a una secuencia que exhibe una identidad
del 90% o superior, mientras se mantiene una estabilidad mejorada.

Como se describe adicionalmente en este documento, el marco monocatenario puede ser un derivado de cualquiera
de las secuencias 1.1, 2.1, 3.1, 4.1,5.1,1.2,2.2,3.2,4.2,5.2,1.3,23,3.3,43,53,7.3,14,24,34,44,54,6.4
(Tabla 5) donde "derivado" como se usa en el presente documento se refiere a una secuencia que mantiene solo
aquellos aminoacidos que son criticos para la funcién y estabilidad de la molécula. Los intercambios neutros o
positivos aislados en el marco como se describe en el ejemplo 3, no se consideran cambios relevantes en las
estructuras de anticuerpos de la presente invencion.

En una realizacién preferida de la invencion, el marco monocatenario se fusiona con una segunda proteina, en la
que dicha proteina proporciona una lectura para los ensayos intracelulares. La lectura puede ser directa, por
ejemplo, en forma de una fusion a una proteina detectable, por ejemplo, GFP (proteina fluorescente verde), proteina
fluorescente azul mejorada, fluorescente amarillo mejorada, proteina fluorescente cian mejorada que se puede
observar por fluorescencia u otros compafieros de fusiéon con diferentes métodos de deteccion. Alternativamente, se
puede lograr una lectura a través de la activacion transcripcional de un gen informador, donde el compafiero de
fusién en la proteina de fusién scFv es un activador transcripcional, tal como el dominio de activacién Gal4 o una
proteina de unién al ADN, tal como el Dominio de unién a ADN LexA o Gal4, que activa la transcripcién de un gen
informador de una enzima, tal como B-galactosidasa, luciferasa, a-galactosidasa, B-glucuronidasa, cloranfenicol
acetil transferasa y otros, que a su vez proporcionan una lectura. Las proteinas de fusién, que proporcionan una
lectura son bien conocidas por los expertos en la técnica.

Otra realizacién de la invencion es un anticuerpo que comprende un marco de la invencion.
Otra realizacion de la invencion es el uso del anticuerpo de la presente invencion.

Las clases descritas de marcos de dominios variables de anticuerpos y secuencias de dominios variables y scFv se
pueden usar para el injerto de bucles hipervariables a partir de anticuerpos existentes, con el fin de obtener
anticuerpos que son funcionales en un entorno reductor o desafiante.

Las clases de marco descritas de dominios variables de anticuerpos y secuencias de dominios variables y scFv
también se pueden usar, por ejemplo, mediante la aleatorizacién de uno o mas de los bucles hipervariables de
dichos marcos, para la creacién de bibliotecas para aplicaciones en un ambiente reductor o desafiante.

Como seria evidente para un experto habitual en la técnica, las moléculas de la invenciéon descritas en este
documento se pueden usar en aplicaciones diagndsticas y terapéuticas, validaciéon de objetivos y terapia génica.

La invencién se puede ilustrar mediante los siguientes ejemplos, que no estan destinados a limitar el alcance de la
invencion de ninguna manera.

La invencion se ilustra adicionalmente en los siguientes ejemplos no limitantes.
Ejemplo 1

Seleccidon de marcos de intracuerpos mediante el cribado de una biblioteca humana en el sistema de "control de
calidad" en levaduras

El cribado con el sistema de "control de calidad" para marcos estables se realiz6 esencialmente como se describe
en detalle por Auf der Maur (WO 0148017, Auf der Maur 2001).

Los plasmidos para la expresion de los constructos de fusion de scFv para el cribado en levaduras se derivaron de
pPESBA-Act (Worn, 2000). Contiene el gen TRP1 de levadura para la seleccién de transformacion en S. cerevisiae y
el origen de replicacion de 2 micras para asegurar alto nimero de copias. Ademas, tiene un promotor constitutivo de
actina para la expresion fuerte y la secuencia de terminacion de la transcripcién GAL11, separadas por un sitio de
clonacion mdltiple. Para el manejo en sistemas bacterianos, también tiene un origen bacteriano de replicacion y el
gen de resistencia a amp.

El dominio de activacion Gal4 (aminoacidos AD 768-881) se amplificé originalmente mediante PCR usando
pGAD424 (Clontech) como molde con cebadores que incluyen la sefial de localizacién nuclear del antigeno T de
SV40 en el extremo terminal N para el Gal4-AD. Los fragmentos de ADN que codifican los aminoacidos 263-352 de
Galll1P se amplificaron mediante PCR y se clonaron en marco, en el extremo terminal N para el constructo SV40-
NLS-Gal4-AD. La biblioteca de scFv humano, amplificada a partir de ADNc de células de bazo humano como se
describe en otra parte (Welschhof, 1995; Krebber, 1997; de Haard, 1999), se cloné en el marco extremo terminal N a
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este constructo de fusion a través de sitios Sfil, y en la orientacion VL-enlazador-VH donde el enlazador tiene la
secuencia (GGGS)a. Por lo tanto, la expresion produce una proteina de fusion de la estructura general scFv-Galllp-
SV40 NLS-Gal4AD.

El cribado se llevd a cabo en las cepas de levadura YDE172 de S. cerevisiae (MAT ura3-52 leuAl trpld63
his3A200lys2A 385 gal4A 11) (Auf der Maur, 2001), que se deriva de la cepa JPY9 (Escher, 2000) mediante la
integracion de los genes informadores LacZ y HIS3 orientados de forma divergente bajo el control de UASc natural
de las secuencias reguladoras de Gall-GAL10 en el locus his34200. La activacion transcripcional del sistema
indicador esta mediada por el residuo Gal4-AD del constructo de fusién scFv, después de la interaccion especifica
de su residuo GalllP con el dominio de unién a ADN Gal4 (DBD, aminoacidos 1-100). El Gal4-DBD es
proporcionado por la expresiéon de un segundo plasmido, pMP83. Contiene el gen LEU2 de levadura para la
selecciéon de transformacién en S. cerevisiae y el origen de replicacion ARS CEN. Ademas, tiene un promotor
constitutivo de actina para expresion fuerte y la secuencia de terminacién transcripcional GAL11. Para el manejo en
sistemas bacterianos, también tiene un origen bacteriano de replicacion y el gen de resistencia a amp.

Para el cribado, la cepa de levadura YDE172 de S. cerevisiae se cotransformé con una biblioteca de scFv como
construccion de fusion sobre el vector pESBA-Act2, mientras que el vector pMP83 proporciono el Gal4-DBD. Se us6
un protocolo de transformacién de acetato de litio estdndar (Agatep, 1998). Después de la transformacion, las
células se sembraron en placa en placas de (-Trp/-Leu/-His) que contienen 3-aminotriazol 80 mM. Las colonias se
recogieron después de 3 dias de incubacion a 30°C y se volvieron a sembrar en placas de eliminacién (-Trp/-Leu/-
His) que contenian 3-aminotriazol 80 mM. Aquellas colonias que volvieron a crecer se analizaron para determinar la
expresion de LacZ mediante el desarrollo de color azul en un ensayo de filtro en placas que contenian el sustrato X-
Gal. Se tomaron clones positivos para un analisis adicional que implica el aislamiento del plasmido que porta scFv
de levadura, la transformacion en DH5a de E. coli, el aislamiento del plasmido a partir de colonias individuales de E.
coliy la re-transformacién en cepas de levadura recién preparadas YDE172 de S. cerevisiae para el ensayo como se
describe a continuacién. Todos los métodos se realizaron de acuerdo con procedimientos estandar, bien conocidos
por una persona experta en la técnica.

Ademas, se usé un procedimiento modificado de cribado en el que el scFv se fusiond directamente tanto con un
dominio de unién al ADN (LexA, aminoacidos 1-202) como con un dominio de activacion (Gal4, aminoacidos 768-
881) para producir un constructo de fusién de la siguiente estructura: scFv-LexA-NLS-Gal4AD. Los plasmidos para la
expresion de los constructos de fusion de scFv para el cribado en levadura se derivaron de pESBA-Act2. Contiene el
gen TRP1 de levadura para la seleccién de transformacion en S. cerevisiae y el origen de replicacién de 2 micras
para asegurar alto nimero de copias. Ademas, tiene un promotor constitutivo de actina (para expresion fuerte) y la
secuencia de terminacién transcripcional GAL11 separada por un sitio de clonacién mdltiple. Para el manejo en
sistemas bacterianos, también tiene un origen bacteriano de replicacion y el gen de resistencia a la amp.

El cribado se llevd a cabo en la cepa de levadura Immuna LHB de S. cerevisiae (MATa ura3-52 leu2A1 trpld63
his3A200 lys2A 385) que se derivé de la cepa JPY5 integrando los genes informadores LacZ y HIS3 orientados de
forma divergente bajo el control de un promotor bidireccional con seis sitios de unién a LexA (plasmido informador
integrante pDE200, Escher 2000) en el locus his3A200 y mediante la integracion del gen informador LEU2 bajo el
control de un promotor con ocho sitios de uniéon a LexA (derivados de EGY48) en el locus leu2Al. La activacion
transcripcional del sistema informador esta mediada por el residuo Gal4-AD del constructo de fusién scFv. El cribado
se llevé a cabo esencialmente como se describié anteriormente usando un medio de eliminacion (-Trp/-Leu/-His) y
concentraciones de 3-aminotriazol de hasta 40 mM.

Ejemplo 2
Evaluacion del desempefio in vivo
a) en levadura

Para el andlisis cuantitativo del desempefio de los marcos seleccionados en levadura (Figuras 1y 3), se transformé
la cepa Immuna LHB de S. cerevisiae con los scFv aislados como constructos de fusion LexA-Gal4-AD en el vector
pESBA-Act2 siguiendo un protocolo de transformacion estandar con acetato de litio (Agatep, 1998). Después de la
transformacion, las células se sembraron en placa sobre placas de eliminacion (-Trp). Se inocularon 2 mL de cultivos
durante la noche en medio de eliminacién (-Trp) por duplicado a partir de vetas que contenian varias colonias y se
cultivaron a 30°C. Los cultivos se diluyeron en 1 mL de medio de eliminacion (-Trp) a una densidad 6ptica a 600 nm
(DO600) de 0,7. Luego se cultivaron a 30°C durante 2 h. Para el ensayo, se tomaron 100 pL de cultivo celular, se
mezclaron con 900 pL de regulador, 45 uL de cloroformo y 30 uL de SDS al 0,1%, se sometieron a agitacion tipo
vértice y se incubaron a temperatura ambiente durante 5 minutos. El desarrollo del color se inici6 mediante la adicién
de 0,2 mL de ONPG (4 mg/mL) y se detuvo con 0,5 mL de Na2COs (1 M). La actividad se calcul6 teniendo en cuenta
la OD600 del cultivo de ensayo, asi como el tiempo de incubacién del desarrollo de color y el volumen de cultivo
utilizado.
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Los clones que fueron al menos iguales o mejores que el control positivo (el injerto lambda muy estable descrito
anteriormente (Worn, 2000; Auf der Maur, 2001)) se secuenciaron para identificar el subtipo de marco (definiciones
de subtipo de marco de acuerdo con TomLinson, (1992), Cox, (1994) y Williams, (1996)). La secuenciacion reveld
una preferencia sorprendente por ciertos subtipos de marcos. Para el dominio variable de cadena pesada (VH), los
subtipos de estructura 2 y 6 nunca se encontraron y 4 se redujo marcadamente entre los clones positivos. Corregida
por el desempefio de las secuencias aisladas en el ensayo intracelular de levadura, existe una preferencia muy
fuerte por el marco de VH del subtipo 3, pero también por 1a y 1b en aplicaciones intracelulares. Con respecto al
dominio variable de cadena ligera (VL), existe una clara preferencia por los marcos de los subtipos kappa 1, lambda
1y lambda 3 (Tabla 4).

Estos subtipos de marco, es decir, VH1a, 1b y 3 combinados con un dominio VL kappal, lambdal y lambda3 son,
por lo tanto, mas adecuados para el uso intracelular y otras aplicaciones con requisitos rigurosos relativos a las
propiedades de plegamiento del scFv. Las bibliotecas para sistemas de cribado intracelular deberian, por ejemplo,
construirse preferiblemente a partir de una mezcla de estos subtipos de marco solamente, para reducir la cantidad
de moléculas que no son funcionales en el entorno reductor.

b) en células de mamifero

Se usé la linea de células HelLa para el analisis cuantitativo del desempefio de los marcos seleccionados en células
humanas (Figuras 2, 4 y 7). El gen informador de luciferasa se proporciond a partir de un plasmido informador pGL3
(Promega) cotransfectado que contiene la luciferasa bajo el control del UAS Gal4 natural. Los vectores de expresion
de mamiferos usados para la transfeccién transitoria contienen el Gal4 (1-147) fusionado en el extremo terminal C al
VP16-AD bajo el control de un promotor de CMV. Los scFv aislados se clonaron en marco, en el extremo terminal C
con una fusion de Gal4 (1-147)-VP16 para producir una proteina de fusién Gal4 (1-147)-VP16-scFv tras la
expresion. Las células se cultivaron en DMEM complementado con FCS al 2,5% y 1-glutamina 2 mM. Las
transfecciones transitorias se llevaron a cabo de acuerdo con el protocolo de Polyfect (Qiagen) en placas de cultivo
tisular de 60 mm usando 0,01-0,1 ug del vector que contiene el constructo de scFv, 0,5 ug de un plasmido de
expresion Gal4 (1-147)-VP16 accionada por el promotor de CMV y 0,5 ug de un vector de expresion LacZ como
referencia para la eficacia de la transfeccion. Las células se recogieron 24-48 horas después de la transfeccién, se
resuspendieron en 1.000 pL de regulador y se lisaron mediante tres ciclos de congelacién-descongelacion. El lisado
celular se centrifugd y el sobrenadante se ensayd para determinar la actividad de luciferasa usando solucién de
ensayo de luciferasa (Promega) y para actividad de LacZ de acuerdo con el protocolo estandar. La actividad de
luciferasa obtenida se corrigid con la actividad de LacZ para tener en cuenta la variacion en la eficacia de la
transfeccion.

Ejemplo 3
Alineacién multiple y andlisis de la comparacién de secuencia

Para elucidar el patron general de las secuencias marco adecuadas para aplicaciones intracelulares, se aislaron
todos los clones positivos (es decir, los que crecen en condiciones selectivas en el sistema de control de calidad) y
se secuencio la parte que codifica los scFv. Posteriormente, las secuencias de scFv se dividieron en sus
componentes de cadena ligera y pesada para permitir la alineacion de los dominios respectivos (Tablas 1y 2) segin
el esquema de numeracion ajustado estructural de los dominios de inmunoglobulina por Honegger (2001).

Para permitir la evaluacion de los datos obtenidos, se generd un alineamiento que representa la biblioteca no
seleccionada (Tabla 3). Con el fin de obtener secuencias no seleccionadas, la biblioteca se transformé en células de
E. coli que no expresan los genes de scFv y los clones se seleccionaron al azar para el aislamiento del plasmido y la
secuenciacion de la secuencia de scFv. La biblioteca cubre el repertorio de anticuerpos humanos como se esperaba
y, por lo tanto, no tiene sesgo hacia subgrupos especificos, aparte de lo esperado por el patrén de expresién
generalmente encontrado en humanos.

Las secuencias de VH y VL se agruparon de acuerdo con su subgrupo. Se destacaron los cambios en la secuencia
consenso especifica de subgrupo. Una persona experta en la técnica puede distinguir entre cambios positivos,
neutros y negativos en funcién del entorno estructural del residuo particular intercambiado (por ejemplo, Honegger,
2001). Un intercambio de un residuo perteneciente a un grupo particular de aminoacidos con un residuo del mismo
grupo se valida en general como un intercambio neutral. Un intercambio de un residuo que pertenece al grupo de
aminoacidos hidréfobos que apuntan al ndcleo hidrofébico de la proteina con un aminoacido del grupo de
aminoacidos polares, pero no cargados o cargados positivamente o negativamente seria altamente desfavorable
porque los sitios donadores/aceptores de hidrégeno insatisfechos perturban el embalaje apretado del nucleo
hidrofébico. Tal cambio se considera negativo. El intercambio de un residuo perteneciente al grupo de residuos
polares, pero no cargados en la superficie del dominio de inmunoglobulina con un aminoéacido del grupo de residuos
cargados positiva 0 negativamente es altamente favorable a medida que aumenta la solubilidad de la proteina. Tal
cambio, por lo tanto, se valida positivamente, mientras que el intercambio de un residuo polar a uno hidréfobo es
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altamente desfavorable a medida que disminuye la solubilidad de la proteina y, por lo tanto, se valida negativamente.
En las posiciones con un angulo fi positivo conservado, el intercambio de cualquier aminoacido con glicina se valida
positivamente mientras que un intercambio de glicina con cualquier aminoacido se valida negativamente porque la
glicina es el Unico aminoéacido que puede formar un angulo fi positivo. La pérdida de un puente salino conservado
entre las posiciones 45 - 53, 45 - 100, 77 - 100 y 108 - 137 debido a un intercambio de un aminoacido del grupo de
residuos con carga positiva o negativa por un aminoacido sin carga da como resultado la disminucién de la
estabilidad termodinamica y, por lo tanto, se considera negativo.

Finalmente, elegimos 7 dominios VL y 4 dominios VH que se seleccionaron preferiblemente durante el control de
calidad (es decir, que mostraban los intercambios menos negativos y mas positivos de la secuencia consenso y
cubren los subgrupos) y que cada uno muestra un alto desempefio in vivo en levadura. Las secuencias se resumen
en la Tabla 5 e incluyen dos Vk1 (k | 27 (1.x) y k 1l 25(2.x)), dos Vk3 (k IV 103 (3.x) y k IV 135 (5.x) ), un VAL (k IV
107 (4.x)), dos VA3 (a33 (7.x) y a43 (6.x)), un VH1b (a33 (x.3)) y tres VH3 (a fwl0 (x.2), a43 (x.4) y a44 (x.1)). Estos
dominios VL y VH se mezclaron dando 22 nuevas combinaciones en el formato scFv (1.1, 2.1, 3.1, 4.1, 5.1, 1.2, 2.2,
3.2,42,52,13,23,33,4.3,5.3,7.3,1.4,2.4,3.4,4.4,5.4,6.4).

Ejemplo 4
Evaluacion del desempefio in vivo de dominios mezclados
a) Desempefio en un ensayo intracelular en células de levadura y mamifero

Las 22 combinaciones se ensayaron para su desempefio in vivo en células de levadura y mamifero como se
describe en el ejemplo 2 (Figuras 3y 4).

b) Expresion de proteina soluble en condiciones reductoras en levadura

Para comparar los rendimientos de la proteina soluble tras la expresion en condiciones reductoras, los marcos
seleccionados se expresaron como una fusién a Gal4 AD en el citoplasma de levadura S. cerevisiae. Los
constructos de fusién en el vector pESBA-Act2 tenian la estructura general Gal4 AD-scFv. Se transformaron como
se describié anteriormente en la levadura cepa JPY9 de S. cerevisiae y sembraron en placa en palcas de desercion -
Trp.

Se inocularon 5 mL de cultivos de una noche en medio de eliminacién (-Trp) a partir de vetas que contenian varias
colonias y se cultivaron a 30°C. Los cultivos se diluyeron en medio de eliminacion de 50 mL (-Trp) hasta una
densidad 6ptica a 600 nm (OD600) de 0,5. Se cultivaron a 30°C durante 5 h. Para el extracto de células nativas, se
recogieron 2,5 mL de cultivo celular normalizado a una OD600 de 3 por centrifugacion, se congelaron en nitrégeno
liquido y posteriormente se resuspendieron en 75 puL de Y-PER (Pierce) que contenia inhibidor de proteasa (PMSF).
El sedimento celular resuspendido se agité brevemente en vortice y se incubd (agitando ligeramente) a 20°C durante
20 minutos. El material insoluble y agregado se sedimenté a velocidad maxima en una centrifuga Eppendorf a 4°C
durante 10 min. El sobrenadante se mezclé con colorante de carga, se calenté a 100°C durante 5 min y se separo
en SDS-PAGE al 12%. Los constructos de fusion Gal4 AD-scFv solubles se visualizaron mediante transferencia
Western mediante deteccion del residuo Gal4 con un anticuerpo monoclonal de ratén anti-Gal4AD (Santa Cruz
Biotechnology) como un anticuerpo primario y un conjugado anti-peroxidasa de raton (Sigma) como anticuerpo
secundario y usando un sustrato quimioluminiscente (Pierce) (Figura 5). Los procedimientos de SDS-PAGE vy
transferencia Western son bien conocidos por una persona experta en la técnica.

¢) Comportamiento de expresion en el periplasma de E. coli

Para la evaluacion del comportamiento de expresion periplasmatico en E. coli (Figura 6), se clonaron marcos de
scFvs aislados en un vector bacteriano que alberga el gen de resistencia a la cam (catR) y el gen represor lacl
(Krebber, 1997), con una secuencia lider de pelB del extremo terminal N y una etiqueta his en el extremo terminal C
bajo el control del promotor/operador lac. Las cepas competentes JM83 de E. coli se transformaron con estos
plasmidos. Se inocularon con 50 mL de medio dYT que contenia 35 mg/L de cloranfenicol en matraces agitados 1:40
con un cultivo durante la noche y se incubaron a 30°C. Las células se indujeron a una OD600 de 0,8 con IPTG 1 mM
y se recogieron después de 3 horas de induccién mediante centrifugacion. El sedimento se resuspendio en Tris 50
mM, pH 7,5, NaCl 500 mM y se normalizé a una OD600 de 10. Las muestras de cada uno de los fragmentos scFv se
analizaron directamente (extracto total) o después de la sonicacién seguida de centrifugacion (fraccion soluble)
mediante SDS-PAGE. La cantidad de proteina soluble se estim6 a partir del gel tefiido con Coomassie.

Ejemplo 5

Evaluacion detallada de 5 combinaciones con propiedades superiores para uso extracelular
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Se eligieron cinco combinaciones como ejemplos que muestran un buen desempefio tanto en ensayos intracelulares
de levadura como de mamiferos, rendimiento de proteina soluble durante la expresion en levadura y E. coli, y que
cubren los subgrupos que se seleccionaron preferiblemente durante el control de calidad (2.4, 4.4, 5.2, 6.4y 7.3,
véase Tabla 5 para mas detalles). Analizamos estas combinaciones en mayor detalle para evaluar mejor su uso en
condiciones reductoras y oxidantes.

a) Desempefio en un ensayo intracelular en diferentes células de mamiferos

El andlisis cuantitativo del desempefio de las cinco combinaciones en células humanas se llevé a cabo usando
células HeLa y ademas usando la linea celular de osteosarcoma humano Saos-2 y la linea celular de rifién
embrionario humano HEK293 como se realizé en el Ejemplo 2 (Figura 7).

b) Rendimiento in vitro
Expresion y purificacion

Para la evaluacién del desempefio in vitro, las cinco combinaciones superiores se expresaron en el periplasma de E.
coli (Figura 6). Se inoculé una cantidad de 0,1 de medio dYT que contenia 35 mg/L de cloranfenicol en matraces de
agitacion 1:40 con un cultivo durante la noche y se incubé a 30°C. Las células se indujeron a una OD550 de 1,5 con
IPTG 1 mM y se recogieron después de 2 horas de induccion mediante centrifugaciéon. Para la purificacion de los
scFv, el sedimento celular se resuspendié y se someti6 a lisis por sonicacion. Después de la centrifugacion en SS34
a 20 krpm, 4°C durante 30 minutos, el sobrenadante se aplicé a una columna de afinidad Ni-MC (HP quelante,
HiTrapMR 1 mL, Amersham Pharmacia) a pH 7,5 y se eluyé con 200 mM de imidazol usando un sistema Akta Basic
de Amersham Pharmacia. La pureza de los fragmentos scFv fue mayor al 98% segun se determiné mediante SDS-
PAGE (datos no mostrados). La concentracion de la proteina purificada se determiné usando el coeficiente de
extincion calculado a 280 nm. El rendimiento de proteina purificada soluble se normalizé a un volumen de cultivo de
1L con una OD600 de 10y varié de 8 a mas de 55 mg.

Resistencia a la agregacion

Se ha demostrado que la resistencia a la agregacion se correlaciona con la estabilidad termodinamica (Worn, 1999)
in vitro y la eficacia de la localizacién del tumor en un modelo de tumor xenoinjertado en ratones (Willuda, 1999).
Con el fin de evaluar la estabilidad, la resistencia a la agregacion y la reversibilidad del desplegamiento, se
mantuvieron muestras de 200 yL de las proteinas purificadas a concentraciones de 6 uM en Tris 50 mM, pH 7,5,
NaCl 100 mM durante 4 dias a 4°C o 4 dias a 37°C o 3 dias a 4°C seguido de incubacion de 15 o 60 minutos a
100°C, enfriamiento lento a temperatura ambiente y una incubacion durante la noche a 4°C. El estado oligomérico
de cada muestra se analizé posteriormente en una columna de filtracion en gel equilibrada con Tris 50 mM, pH 7,5,
NaCl 100 mM para estimar la cantidad de material agregado frente al monomérico (Figura 8). Las proteinas se
inyectaron en una columna Superdex-75 (Amersham Pharmacia) en un volumen de 100 pL y una velocidad de flujo
de 1 mL/min en un sistema Akta Basic (Amersham Pharmacia).

Resistencia a la degradacién por proteasa

Para determinar la estabilidad de los marcos aisladas frente a la degradacion por proteasa, un parametro que es
importante para aplicaciones terapéuticas, se incubaron los marcos purificados en suero humano a 37°C (Figura 9).

Se diluy6 10 veces proteina de scFv purificada marcada con his (véase mas arriba) a una concentraciéon de 50 uM
en suero humano hasta una concentracion final de 5 uM en suero al 90%. A continuacion, las muestras se incubaron
a 37°C durante 3 dias o 1 dia o se tomaron directamente para la carga. Antes de cargar, el material insoluble y
agregado se sedimenté a velocidad maxima en una centrifuga Eppendorf a 4°C durante 10 min. El sobrenadante se
diluy6 seis veces con un colorante de carga para reducir la cantidad de suero cargado en el gel, se calenté a 100°C
durante 5 minutos y se separ6 en SDS-PAGE al 12%. Los fragmentos scFv solubles marcados con his se
visualizaron por transferencia Western mediante deteccion de la etiqueta his con un anticuerpo de ratén anti-his
monoclonal (Qiagen) como anticuerpo primario y un conjugado anti-peroxidasa de ratén (Sigma) como anticuerpo
secundario y utilizando un sustrato quimioluminiscente. (Pierce). Los procedimientos SDS-PAGE y transferencia
Western son bien conocidos por una persona experta en la técnica.

Ejemplo 6

Seleccion de aglutinantes de antigeno mediante el cribado de una biblioteca de CDR aleatorizada en el marco 7.3 en
el sistema de interaccion de cribado en levadura

El cribado con el sistema de interaccion para los aglutinantes de antigeno se realiz6 esencialmente como se
describié en detalle anteriormente (Auf der Maur, 2002).
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Los plasmidos para la expresién de los constructos de fusion de scFv para el cribado en levaduras se derivaron de
PESBA-Act2. Contiene el marcador nutricional TRP1 de levadura y el origen de replicacion de 2 micras. Ademas,
tiene un promotor constitutivo de actina para la expresion fuerte y la secuencia de terminaciéon de la transcripcion
GAL11, separados por un sitio de clonacion multiple. Para el manejo en sistemas bacterianos, también tiene un
origen bacteriano de replicacion y el gen de resistencia a la amp.

El dominio de activacién Gal4 (AD, aminoacidos 768-881) se amplificé originalmente mediante PCR usando
pGAD424 (Clontech) como molde con cebadores que incluyen la sefial de localizacion nuclear del antigeno T de
SV40 en el extremo terminal N a Gal4-AD. La biblioteca de scFv se obtuvo por amplificacién por PCR del marco 7.3
de scFv usando cebadores que aleatorizan 7 aminoacidos dentro de la CDR3 de VH. El producto de PCR resultante
se clond en el marco 7.3, presente en el vector en la orientacion Vi-enlazador-Vux, como una fusién en el extremo
terminal C para Gal4-AD. Por lo tanto, la expresion produce una proteina de fusion de la estructura general Gal4-AD-
ScFv.

La seleccidn se llevé a cabo en las cepas de levadura Immuna LHB de S. cerevisiae (MATa ura3-52 leu2A1 trp1d63
his3A200 lys2A 385). Se derivé de la cepa JPY5 integrando los genes informadores LacZ y HIS3 orientados de
forma divergente bajo el control de un promotor bidireccional con seis sitios de unién a LexA (integrando el plasmido
informador pDE200, Escher 2000) en el locus his3A4200 e integrando el gen informador LEU2 bajo el control de un
promotor con ocho sitios de unién a LexA (derivados de EGY48) en el locus leu2A1.

La activacion transcripcional del sistema informador esta mediada por el residuo Gal4-AD del constructo de fusion de
scFv, después de la interaccion especifica de su residuo de scFv con el residuo de antigeno de la proteina de fusion
de cebo. La proteina de fusion de cebo consiste del dominio quinasa del extremo terminal C fusionado a la quinasa |
similar a polo humano 1 (hPlk1-KD) a la proteina LexA de unién a ADN. El dominio quinasa (aminoacidos 2-332) se
amplific6 por PCR a partir de un ADNc de hPIkl usando el cebador en direccion 5, 5'-tgctctagaagt
gctgcagtgactgcag-3 '(SEQ ID No. 12) y el cebador en direccion 3', 5'-ggttgtcgacttacaggctgctgggagcaatcg-3' (SEQ ID
No.13). El producto PCR resultante se clon6 en el extremo terminal C de LexA a través de Xbal y Sall en el vector
cebo. El vector cebo contiene el marcador nutricional URA3 y un origen de replicacion de Ars Cen. La expresion de
la proteina de fusiéon de cebo es impulsada por un promotor de actina constitutivamente activo. La transcripcion
finaliza mediante la secuencia de finalizacion GAL11. El vector cebo también tiene un origen bacteriano de
replicacién y el gen de resistencia a amp para propagacion en sistemas bacterianos.

Para cribado, se cotransformé la cepa de levadura Immuna LHB de S. cerevisiae con una biblioteca de scFv como
fusién a Gal4-AD en el vector pESBA-Act2 y el vector cebo proporcionando la fusion LexA-hPLK1-KD siguiendo un
protocolo de transformacién estandar con acetato de litio (Agatep, 1998). Después de la transformacion, las células
se sembraron en placa en placas de eliminacion (-Trp /-Leu /-Ura). Las colonias se recogieron después de 3 a 5 dias
de incubacion a 30°C y se volvieron a sembrar en placas de eliminacion (-Trp/-Leu/-Ura). Aquellas que volvieron a
crecer se analizaron para determinar la expresién de LacZ mediante el desarrollo de color azul en un ensayo de filtro
en placas que contenian el sustrato X-Gal. Se tomaron clones positivos para un analisis adicional que implica el
aislamiento del plasmido que porta scFv de levadura, transformacion en E. coli DH5a, aislamiento del plasmido de
colonias individuales de E. coli, secuenciacion y nueva transformacion en cepas de levadura recién preparadas
Immuna LHB de S. cerevisiae para el ensayo como se describe a continuacion. Todos los métodos se realizaron de
acuerdo con procedimientos estandar, bien conocidos por una persona experta en la técnica.

Ejemplo 7
Evaluacion del desempefio in vivo de constructos de Fab derivadas de nuevos marcos de scFv

Para evaluar el efecto beneficioso de usar marcos estables de dominio variable en diferentes formatos de
anticuerpo, se construyé el vector de expresion Fab para uso en el cribado de interaccién de levadura.

a) Constructos Fab para el cribado intracelular en levadura

Se construyeron dos vectores de expresion diferentes para permitir diferentes niveles de expresion. Los vectores se
basan en las cadenas principales y Eplac 112 (2 micras) o yCplac22 (ars/cen) (Gietz, 1988). Ambas contienen el
marcador nutricional TRP1 de levadura, un promotor Gall/Gall0, bidireccional inducible, un origen de replicacion
bacteriano y el gen de resistencia a amp para el manejo en sistemas bacterianos. En una direccion, se clond el
dominio VH del marco 7.3 en el extremo terminal N al dominio CH1 de IgG1 que incluye la cisteina del extremo
terminal C, seguido por un enlazador y el dominio de activacion Gal4 (AD, aminoacidos 768-881) incluyendo el
antigeno T de SV40. Por otro lado, el dominio VL del marco 7.3 se clond en el extremo terminal N al dominio CL
(lambda) que incluye la cisteina del extremo terminal C. Los terminadores son el terminador Galll en el lado de la
cadena pesada y el terminador Ciclina 1 en el lado de la cadena ligera.

b) Desempefio en un ensayo intracelular en levadura
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Para el andlisis cuantitativo del desempefio de los aglutinantes de antigeno en formato scFv y Fab en levadura
(Figuras 1y 3), se cotransformd la cepa Immuna LHB de S. cerevisiae con los scFv aislados como constructos de
fusién Gal4-AD en el vector pESBA-Act2 y el vector cebo que contiene la fusion LexA-hPLK1-KD siguiendo el
protocolo de transformacion estandar con acetato de litio (Agatep, 1998). Después de la transformacion, se
sembraron en placas las células en placas de eliminacion (-Trp, -Ura, -Glc). Se inocularon 2 mL de cultivos durante
la noche en medio de eliminacién (-Trp, -Ura, -Glc) por duplicado a partir de vetas que contenian varias colonias y se
cultivaron a 30°C. Los cultivos se diluyeron en 1 mL de medio de eliminacion (-Trp, -Ura, -Gal) a una densidad Optica
a 600 nm (OD600) de 0,7. Se cultivaron a 30°C durante 5 h. El ensayo se llevd a cabo como se describio
anteriormente.

c¢) Expresion de proteina soluble en condiciones reductoras en levadura

Para comparar los rendimientos de la proteina soluble tras la expresién en condiciones reductoras, los constructos
scFv y Fab, junto con el vector cebo hPLK1-KD, tal como se describié anteriormente, se expresaron en el citoplasma
de levadura S. cerevisiae. Se transformaron como se describié anteriormente en la cepa de levadura YDE173 y se
sembraron en placas de eliminacién -Trp, -Ura, que contenian glucosa.

Se inocularon 5 mL de cultivos durante la noche en medio de eliminacion (-Trp, -Ura, -Glc) a partir de vetas que
contenian varias colonias y se cultivaron a 30°C. Los cultivos se diluyeron en YPAG a una densidad Optica a 600 nm
(DO600) de 0,5. Se cultivaron a 30°C durante 7,5 horas. Para el extracto de células nativas, se recogieron 2,5 mL de
cultivo celular normalizado a una OD600 de 3 por centrifugacién, se congelaron en nitrégeno liquido y
posteriormente se resuspendieron en 75 pL de Y-PER (Pierce). El sedimento celular resuspendido se agitd
brevemente en vértice y se incubd agitando ligeramente a 20°C durante 20 minutos. Posteriormente, el material
insoluble y agregado se sedimenté a velocidad maxima en una centrifuga Eppendorf a 4°C durante 10 min. El
sobrenadante se mezcl6 con colorante de carga, se calenté a 100°C durante 5 min y se separé en una SDS-PAGE
al 12%. La fusion soluble Gal4-AD-scFv y la parte de cadena pesada del Fab fusionado a Gal4-AD se visualizaron
por transferencia Western mediante deteccién del residuo Gal4 con un anticuerpo monoclonal de ratén anti-Gal4-AD
(Santa Cruz Biotechnology) como un conjugado primario y un conjugado anti-peroxidasa de ratdén (Sigma) como
anticuerpo secundario y usando un sustrato quimioluminiscente (Pierce) (Figura 11). Los procedimientos de SDS-
PAGE y transferencia Western son bien conocidos por una persona experta en la técnica.

Listado de secuencias

<110> ESBATECH AG

<120> Marcos de inmunoglobulina que demuestran estabilidad mejorada en el ambiente intracelular y métodos para
su identificacion

<130> 08420PC

<150> US 60/382.649
<151> 2002-05-22

<150> US 60/438.246
<151> 2003-01-03

<160> 13

<170> Patentln version 3.1
<210>1

<211> 107

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> marco de anticuerpo
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Gln Ser Val Leu Thr Gln Pro Pro Ser Val Ser Ala Ala Pro Gly Gln
1 5 10 ’ 15

Lys Val Thr Ile Ser Cys Ser Gly Ser Thr Ser Asn Ile Gly Asp Asn
20 25 30

Tyr Val Ser Trp Tyr Gln Gln Leu Pro Gly Thr Ala Pro Gln Leu Leu
35 40 45

Ile Tyr Asp Asn Thr Lys Arg Pro Ser Gly Ile Pro Asp Arg Phe Ser
50 55 60 :

Gly Ser Lys Ser Gly Thr Ser Ala Thr Leu Gly Ile Thr Gly Leu Gln
65 70 75 - 80

Thr Gly Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Gly Thr Trp Asp Ser Ser Leu
: 8BS S0 - 95

Ser Gly Val val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu. Thr Val Leu Gly
100 - 105 : 110

<210>5

<211> 108

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> marco de anticuerpo

<400> 5
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1 5 10 15
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20 25 30
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35 40 45

21



ES 2656427 T3

Tyr Asp Thr Ser Lys Arg Ala Thr Gly Val Pro Ala Arg Phe Ser Gly

50

55

60

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Glu Pro

65

70

75

‘80

Glu Asp Ser Ala Leu Tyr Tyr Cys Gln Gln Arg Asn Ser Trp Pro His

85

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys

<210> 6

<211> 109

<212> PRT

100

5  <213> Secuencia artificial

<220>

<223> Marco de anticuerpo

<400> 6

Ser

1

Thr

His

Asp

Asn

Agp

Asn

10 <210> 7

<211> 109

Ala

Trp

Asp

50

Ser

Glu

val

Val Leu

Thr val
20

'Tyr Gln

Ser Asp
Gly Asn
aAla Asp

Phe Gly
100

Gln

Arg

Tyr
85

Ser

Gln

Cys

Lys

Pro

Ala

70

Tyr

Gly

Pro

Gly

Pro

Ser

55

Thy

Cys

Thr

90

Leu Glu- I'le Lys Arg

105

Prd Ser
Gly Asn

25
Gly Gln
40
Gly Ile
Leu Thr

Gln val

Lys Vval
105

22

Vval
10

Asn
Ala
Pro

Ile

90

Glu

Ser vVal

Ile Gly

Pro Val

Glu Arg

Arg Arg

75

Asp Ser

Ile Lys

95

Ala Pro Gly Gln
15

Ser Lys Ser Vval
30

Leu Val val Tvyr
45

Phe Ser Gly Ser

Vval Glu Ala Gly
8O

Ser .Ser Aép His
95

Arg



10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> marco de anticuerpo

<400> 7

Leu
1

Thr

Asp

Asn

' Asp

val

<210>8
<211>124

<212> PRT

Pro

Ala

Trp

Asp

50

Ser

Glu

Val

Val Leu

arg Ile
20

Tyr Gln
35

Ser Vval
Gly Asn

Ala Asp

Phe Gly
100

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> marco de anticuerpo

<400> 8

H

Sexr

Gln

Arg

Thr

Gly

ES 2656427 T3

Gln

Cys

Lys

Pro

Ala
70

Gly

Pro
Gly
Pro
Ser
55

Thr

Cys

Pro

Gly

Gly

40

Gly

Leu

Gln

Lys

Ser

Asn

25

Gln

Ile

Val

Leu
105

23

Val Ser val

10

Asn

Ala

Pro

Ile

90

Thr

Ile

Pro

Glu

Ser

75

Asp

Val

Glu

val

Arg

Arg

Ser

Leu

Ala

Leu

45

Phe

Vval

Ser

Gly

Pro
Ile
30
Val
Ser

Glu

Ser

Gly Gln
15

Ser Val
Val Ser
Gly Ser
Ala Gly
80

Asp Tyr
95



Gln Vval

Ser Leu

Ala Met

Ser Ala

50

Lys Gly
65

Leu Gln

Ala Ala

Gln

Arg

Ser

35

Ile

Met

His

ES 2656427 T3

Leu vVal Gln
5

Leu Ser Cys
20

Trp Val Arg

Ser Gly Ser

Phe Thr Ile
70

Asn Ser Leu -
85

Val Leu Arg

100

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Phe

Cly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Leu

Ile Trp Gly Gln Gly Thr Leu

<210>9

<211>108

<212> PRT

115

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> marco de anticuerpo

<400>9

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Glu

val
120

24

Gly
10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Trp
105

Thr

Leu Val Gln

Phe Thr Phe

Lys Gly Leu
45

Tyr Tyr ala
60

Ser Lys Asn
75

Thr Ala Val

Leu Pro Asp

Val Ser Ser

Pro

Ser

Glu

Asp

Thr

Ala

Gly Gly
15

Ser Tyr

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr
80

Tyr Cys
95

Phe Asp

110



<210> 10

Glu .Ile Val
Asp Arg Val

Leu Asn Trp
35

Tyr Ala Ala
50

Ser Glu Ser
65

Glu Asp Phe

Thr Phe Gly

<211> 123

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> marco de anticuerpo

<400> 10

Val Gln Leu
1

Val Lys Vval

Leu His Trp

ES 2656427 T3

Leu Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Leu Gly
5 10 15

Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Ser Ile Ser Ser Tyr
20 25 30

Tyr Gln Glri Lys Pro Gly Lys Ala Pro 'Lyé Leu Leu Ile
.40 : 45 ’

Ser Ser Ser Gln Ser Gly Val Pro Ser aArg Phe Arg Gly

Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Asn Leu Gln Pro
70 ' 75 80

Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Ser Tyr Arg Thr Pro Phe
85 90 95

Pro Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg
100 105

Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala Ser
5 10 15

Ser Cys Thr Ala Ser Gly Tyr Ser Phe Thr Gly Tyr Phe
20 25 30

Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met Gly

25



35

" Arg Ile Asn Pro Asp
50

Asp Arg Val Thr Leu
65

Glu Leu Thr Ser Leu
85

Arg Val Pro Arg Gly
100

Trp Gly Gln Gly Thr

115

<210> 11

<211> 122

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> marco de anticuerpo

<400> 11

ES 2656427 T3

Ser Gly
55

Thr Arg

Thr Ser

Thr Tvyr

Leu Val

40

Asp Thr Ile
Asp Thr Ser

Asp Asp Thr
S0

Leu Asp Pro
105

Thr Val Ser
120

26

45

Tyr Ala Gln Lys Phe Gin
60

Ile Gly Thr val Tyr Met
75 80

Ala val Tyr Tyr Cys Ala
.95

Trp Asp Tyr Phe Asb TYT
110

Ser



10

15

Glu vVal Gln Leu

Ser Leu Arg Leu

Ala Met Ser Trp
o 35

Ser Ala Ile Ser
50

Lys Gly Arg Phe
65

Leu Gln Met Asn

Ala Lys Asp Ala
100

Gly Gln Gly Thr

115

<210> 12

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador de PCR

<400> 12

tgctctagaa gtgctgcagt gactgcag 28

<210> 13

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador de PCR

val

Ser

val

Gly

Thr

Ser

85

Gly

Leu

ES 2656427 T3

Cys Ala

Arg Gln

Ser Gly

55

Ile Ser

Leu Arg

Ile Ala

Vval Thr

Ala
Ala
40

Gly
Arg
Ala

Val

val
120

27

Glu Ser Gly Gly

Ser

Pro

Ser

Asp

Glu

Ala

105

Ser

Gly

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Gly

Ser

Leu

Phe

Lys

Ser
75

Thr

Thr

val Gln

Thxr Phe

Gly Leu
45

Tyr Ala
60
Lys Asn

Ala Val

Gly Phe

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Asp
110

Gly Gly
Ser Tyr
Trp Val
Ser Val
Leu Tyr

Tyr Cys
95



10

15

20

25

30

35

40

ES 2656427 T3

<400> 13
ggttgtcgac ttacaggctg ctgggagcaa tcg 33
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REIVINDICACIONES
1. Un marco de fragmento variable de cadena sencilla (fragmento scFv) que tiene la estructura general:
NH2-VL-enlazador-VH-COOH; o
NH2-VH-enlazador-VL-COOH

caracterizado porque el dominio VL tiene la secuencia marco de la SEQ ID NO. 4 y el dominio VH tiene la secuencia
marco de la SEQ ID NO. 11,

en el que el marco de scFv es estable bajo condiciones reductoras.
2. El marco de scFv de la reivindicacion 1, que esta fusionado a una segunda proteina.

3. El marco de scFv de la reivindicacion 2, en el que dicha segunda proteina se selecciona del grupo que consiste en
GFP, proteina fluorescente azul mejorada, proteina fluorescente amarilla mejorada, proteina fluorescente cian
mejorada, un activador transcripcional y un dominio de unién a ADN.

4. El marco de scFv de la reivindicacion 3, en el que dicho activador transcripcional es un dominio de activacion de
Gal4.

5. El marco de scFv de la reivindicacién 3, en el que dicho dominio de unién a ADN es un dominio de unién a LexA o
Gal4.

6. Una variante del marco de scFv de la reivindicacion 1 que tiene 90% o mas de identidad con la secuencia marco
de scFv de la reivindicaciéon 1 mientras se mantiene la estabilidad mejorada.

7. Un anticuerpo o fragmento de anticuerpo que comprende la secuencia marco del dominio VL y VH de la
reivindicacion 1 o una variante de la misma de acuerdo con la reivindicacion 6.

8. Uso del marco de scFv de la reivindicacion 1 o una variante del mismo de acuerdo con la reivindicacién 6 para
injertar bucles hipervariables de anticuerpos existentes o para la creacion de bibliotecas para aplicaciones en un
entorno reductor.

9. El anticuerpo o fragmento de anticuerpo de la reivindicacion 7 para uso en aplicacion diagnoéstica y terapéutica,
validacién de objetivos y terapia génica.

10. Un acido nucleico que codifica el marco de scFv de cualquiera de las reivindicaciones 1-6 o el anticuerpo o
fragmento de anticuerpo de la reivindicacién 7.

11. Un vector que comprende el acido nucleico de la reivindicacién 10.
12. Una célula huésped que comprende el acido nucleico de acuerdo con la reivindicacién 10.

13. El acido nucleico de la reivindicacion 10 para uso en terapia génica.
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Figura 1: Rendimiento intracelular después de la seleccion de Control de calidad en levadura S. cerevisiae
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Figura 7:

Rendimiento intracelular de marcos novedosos seleccionados en diferentes lineas celulares de mamifero
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Fig. 8A: Resistencia a la agregacion a 37°C
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Figura 10

Actividad de LacZ
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Figura 11
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Tabla 1: Alineamiento de secuencias seleccionadas de dominio VH

AHo

VH3
a02
*ad4 *
a25
atsg
az8
a01
ad1
a09
ad4
*a4ld*
als
ais
a22
a4y
k IV 107
a fw1
a fwb
*afwi0*
a fw8
k1l 25
k112
a61
kIV 103
al8
a9
ab5'
ab9
as8
ab1
k IV 98
k110
kIl 8
ab3
a49
a24
kil 114
k1123°
a46

= oD o D WO M~

0o O
o=

NN W~ N0 ™0 M =D
Lt ol ol ol ol Sl o (¥l I | Y]

—
-—

26
27
28

29
30

EVQLVET.
avaLvas.
QVQLVES.
EVQLVET.
QVQLVES.
EVQLVAQS.
EVQLVES.
QVQLVES.
.VQLVES.
EVQLVES.
QVQLVES.
QvaQLvas.
EVQLVET.
EvaLvas.
QvaQaLvas.
aMmaQLvas.
QVQLVES.
EVQLVES.
QVQLQES.
EVQLVES.
EVQLVES.
EVQLVES.
QvaLvas.
QVQLVES.
EVQLVES.
EVQLVET.
EVQLVES.
EVQLVES.
EVQLVES.
QVAQLQES.
EVQLVES.
QVQLVES.
avaLvas.
. VQLVET.
aQvaLvas.
EVQLVES.
EVQLVET.
avaLvas.

GGGLVQPGGSLRLSCAASG.
GGGLVQPGGSLRLSCAASG.
GGGLVQPGGSLRLSCAASN.
GGGLVQPGRSLRLSCTTSG.
GGGVVQPGRSLRLSCAASG.
GGGLVQPGGSLRLSCAASG.
GGGVVQPGKSLRLSCAASG.
GGGLVQPGGSLRLSCAASG.
GGGLVKPGGSLRLSCAASG.
GGGLVQPGGSLRLSCAASG.
GGGLVKPGGSLRLSCAASG.
GGGLVQPGGSLRLSCAASG.
GGGLVKPGGSLRLSCAASG.
GGGLVQPGGSLKLSCAASG.
GGGLVKPGGSLRLSCAASG.
GGGVVQPGRSLRLSCAVSG.
GGGLVQPGGSLRLSCAASG.
GGGVAQPGGSLRVSCAASG.
GGDLVKPGQSLRLSCIASG.
GGGFVQPGGSLRLSCAASG.
GGGLVKPGGSLRLSCAASG.
GGGVVQPGRSLRLHCAASG.
GGGLVAQPGRSLRLSCAASG.
GGGLVQPGTSLRLSCAASG.
GGGLVQPGRSLRLSCVASG.
GGGVVQPGGSLRLSCATSG.
GGGLVKTGGSLRLSCAASG.
GGGLVQPGGSLRLSCAASG.
GGGLVKPGGSLRLSCAVSG.
GGIVVAQPGGSLRLSCAAAG.
GGGLVKPGGSLRLSCAASG.
GGGLVKPGGSLRLSCAASG.
GGGVVQPGRSLRLSCAASG.
GGGLVQPGRSLRLSCTASG.
GGGVVQPGGSLRLSCDASG.
GGGLVQPGGSLRLSCAASG.
GGGLVPPGGSLRLSCAASG.
GGGLVKPGGSVRLSCAASG.
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Tabla 1 (continuacion): Alineamiento de secuencias seleccionadas de dominio VH

AHo

VH3
al0
kil 129
kIV135
ab0
k132
kIl 190
klz2z
k133
k113
k161
kil 18
k1l 20
kIl 10
k1l 84A
k119
k117
kil 22
k124
k1l 29
k19

VH1a
a7’
a2
k127
a3d
a4d5
kll 9a
kiVv78
k147
k164
kil 124
k11
k134

B e e e S R ST
EVQLVQS .GGGLVKPGGSLRLSCAASG . F I
QvVaQLVAQS .GGGLVQPGGSLRLSCAASG.FT
EVQLVQS .GGGLVQPGKSLRLSCEASG.FT
EVQLVQS . GGGVVQPGRSLRLSCVASG .FT
EVQLVET . GGGLVQPGGSLRLSCAASG.FT
QVvQLVQS .GGGLVQPGGSLRLSCAASG.FT
EVQLVET . GGGLVQPGGSLRLSCAASG.FT
EVQLVET . GGGLVQPGGSLRLSCAASG.FN
QVQLVES . GGGLVQPGGSLTLSCAASG.FT
QLQLQES . GGALIQPGGSLRLSCAASG.FT
EVQLVEA _GGGLVQPGGSLRLSCEVSG.FT
EVQLVET . GGGLVQPGGSLRLSCVPST.FT
EVQLVET . GGGLVQPGRSLRLSCAASG.FS
QVvAQLVQS . GGGLVAQPGRSLRLSCAASG.FT
QVAQLQQS .GGGLVQPGRSLRLSCAASG.FN
QLQLQES .GGGLVEPGRSLRLSCAASG.FD
QVQLVES . GGSLVQPGGSLRLSCSASG.FT
EVQLVQS .GGGVVQPGVSLRLSCAASG.FN
EVQLVET .GGGVVQPGVSLRLSCAASG.FN
QVAQLAQES .GGGLVQPGGSLRVSCAASG. FT
QVQLVQS .GAEVKEPGSSVKVSCEVSG.GT
QVQLVQS . GAEVKKPGSSVKVSCKASG.GT
QMQLVQS . GAEVMQPGSSVRVSCKASG.DT
QMQLVAQS .GAELKKPGSSVKVSCKASG.GT
EVQLVQS . GAEVKKPGSSVKVSCKASG.GT
EVQLVES . GAEVKKPGSSVKVSCKASG.GT
QVQLVQS . GAEVKKPGSSLKISCKASG .GT
EVQLVQS . GAEVMKPGSSVKVSCKASG .GT
QVQLVES .GAEVKKSGSSVKVSCKTSG.GS
QVQLVES . GAEVKKPGASVKVSCKASG.GP
QVQLVES . GAEVKKPGSSVKVSCKVSG.GT
QVQLVES . GAELKEPGESLKISCTLSG . VT
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Tabla 1 (continuacion): Alineamiento de secuencias seleccionadas de dominio VH

AHo

VH1b
a21

*a33*
ab4

k1l 86A
k165
k42
k137
k Il 205
kIV25
kK154
k1o
kil 87
ki 20
k11136

VH4
arz
al7y
a48

— oD <F LD WO P~

OO NMTWON~0N
T rTTT T T

=i B |
il M e et

DO M~ 0o
N NN N

o

aMQLVQS .GAEVKKPGASVRVSCQASG . YT
QVQLVQS .GAEVKKPGASVKVSCTASG.YS
QVQLVQS .GAEVKKPGASVKVSCKVSG.YS
QVQLVQS .GAELVRSGASVKLSCTASG.FN
QVQLVQS .GTEVKRPGASVKVSCKASG . YT
QVQLVQS . GAEVKKPGASVKVSCKVYG.KS
EVAQLVQS . GAELMKPGASVKISCKATG . YT
QVAQLVQS . GAELVRSGASVKLSCTASG.FN
EVRLVQS .GTEVKKPGASVKVSCKTSG.YS
QVQLVES .GPEVKEPGASVNVACKTSG . Y I
QVAQLVAQAS .GAEVKMPGASVKVSCKVSG.SS
EVQLVES . GAEVQKPGASVNISCKASG.ST
QVQLVES .GAEVRKPGASVTVSCKVSG.SM
QVQLQES .GAELKKPGASVKVSCNVSG.YS
EVQLVES .GPGLVKPSQTLSLTCGVSG.DA
QVQLVES .GPGLVTPSETLSLTCTVSG.GS
QVQLQES .GPGLVKPSETLSLVCTVSD.YP
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Tabla 1 (continuacion): Alineamiento de secuencias seleccionadas de dominio VH

a68
a28
a0
a41
al0s
al04
*a43*
a8
als
a22
a47
kv 107
a fw1
a fws
*afwi0*
a fw8
kIl 25
kl12
ab1
kKIV 103
ais
a6o
a6s
as9
as8
as1
k IV 98
k10
kIl 8
a53
a49
az4
kil 114
k HI 23

LY DRprpaJugs grif guggilisd bnga r g frif g kg g S Srigr g o i
FSN . YWMHWVRQGPGKGLVRVARINTD
FSS ... .. YAMSWVRQAPGKGLEWVSAISGS
FST . YWMTWLRQFPGKGLEWVGRIKSN
FDD .. ... YCLSWVRQAPEKGLEWVGFIRSK
FND..... YAFHWVRQAPGKGLEWVSGI! SWN
FSN.. ... FAMSWVRQAPGKGLEWVSAISGS
FSR. . ... YGMHWVRQAPGKGLEWVGLISYD
LSP..... YDLHWIRQPAGKGLEWVSSIGI .
FSN.. ... TWMSWVRQAPGKGLEWVGR I KSK
FSS .. ... YAMSWVRQAPGKGLEWVSAISGS
FNN.. ... AWMSWVRQAPGKGLEWIGRIKSN
FSSsS ... .. YAMSWVRQAPGKGLEWVSSISGS
LNN..... AWMSWVRQAPGKGLEWVGRIKSK
FSG.. ... SAMHWVRQASGKGLEWVGRIKTT
FSS .YSMNWVRQAPGKGLEWVSSISSS
FND..... YDMHWVRQAPGKGLEWVAGINWN
FSD.. ... YAMTWVRQAPGKGLEWVSGISAS
FSS.. ... YAMQWVRQAPGKGLEWVAVISND
FGD . . . .. YTMSWFRQAPGKGLEWVGFIRSK
FRS . . ... HWMSWVRQAPGKGPEWVANINPE
FSS.. ... AWINWVRQTPAKGLEWVGRIKD.
FSN. . ... YGMHWVRQVPGKGLEWVAGISYD
FDD .. ... YAMHWVRQAPGKGLEWVSGI SWN
FDN . . ... YAMHWVRQAPGKRLEWVSAISWN
FDD. . ... YVMHWVRQAPGKGLEWVSGI SWN
FST. . ... HAMNWVRQAPGKGLECVSTISGT
FSS . . . .. YSMNWVRQAPGKGLEWVSYISP.
VSD.. ... SYMNWVRQAPGKGLEWVSVLYS.
FSN..... TWMNWVRQAPGKGLEWVGRI KGN
FSN. . ... YAMNWVRQAPGKGLEWVSSVSRA
FSK. . ... AWMNWVRQTPAKGLEWVGRIRSN
FSN. . ... AWMNWVRQTPAKGLEWVGRIKSN
FSF . . ... FAMHWVRQAPGKGLEWVAVISAD
FGD. .. .. YAMSWVRQAPGKGLEWVGFIRSK
FNL .. YGMHWVRQAPGKGLEWVAVISDD
VSS .NYMSWVRQAPGKGLEWVSVIYS.
FTD. . ... YWMSWVRQAPGKGLEWVANIKQD
FDD . . . . . YYMTWIRRAPGKGLEWISYISGS

a46
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Tabla 1 (continuacion): Alineamiento de secuencias seleccionadas de dominio VH

rNmTnOoRooortnotTnOo ool o e
AHO S M m Mmoo Iesdd s F|F < B0 I 1 10 10 |0 D B ©

VH3

ato FSD. ... . . YYMSWIRQTPGKGLEWVSYITSS
k11129 FODD. ... .  YAMYWVRQAPGKGLEWVSGLSWN
kivi35 FDD. . . .. YSMHWVRQAPGKGLEWVSGLSWN
a6 FST. ... .YGMHWVRQAPGEGLEWVAI1ISSD
k132 FRN. . . .. YGMHWVRQAPGKGLEWVS I IHYD
k 11190 LNN. . ... YAVSWVRQAPGKGLEWVSGITGS
k122 FSD. .. .. HYMDWVRQAPGKGLEWVSYITRS
k133 FSN.. ... YAMSWVRQAPGKGLDWVSGISGS
k113 FRN. .. .. FAMSWVRQAPGKGLEWVSSISKS
k161 FSS.. ... YTMSWVRQAPGKGLEWVSAITGD
kit 18 FST.. ... YEMHWVRQAPGKGLEWIAYINTG
k 11120 VSG. .. .. YEMNWVRQAPGKGLEWISYMNR .
kIt 10 FDD. . ... YGMHWVRQTPGQGLEWVSGISWN
kll84A FGD . . . .. YGMHWVRQVPGKGLEWVSGISWN
k119 FDD ... .. YAMHWVRQAPGKGLEWVSGISWN
k117 FDN. . . .. QVMHWVRQVPGKGLEWVSGINWN
k1l 22 FTD. . . .. YWMAWVRQAPGKGLDWVANINQE
k124 FRS ... .. TGMHWVRQAPGQGPEWVAGISFD
k1129 FRS ... .. TGMHWVRQAPGQGPEWVAGISFD
k19 VNN. . ... YYMSWVRQAPGKGLEWVAFSSSD
VH1a

a7 FSS. . ... YPIAWVRQAPGQGLEWLGRIIPM
a62 FGK. ... .HAISWVRQAPGQGLEWMGGI . . |
k127 FSS. . ... YTFNWVRQAPGQGLEWMGGI I P.
a34 FSS. . ... HAI SWVRQAPGQGLEWMGG I . |
a45 FRS ... .. YAINWVRQAPGQGLEWMGG I . . |
k Il 9a FSS. .. .. YAINWVRQAPGQGLEWMGGI IP.
kIV78 FNT . . . .. DHFNWVRQAPGQGLEWMGGI IPF
k147 FST. . ... SPLTWMRQAPGQGFEWMGG I I P.
k |64 LSS.....FSISWVRQAPGQGLEWIGGIIP.
kil 124 FRS .. ... SPMSWLRQAPGQGLEWMGG ! I S.
k111 FSs. . ... YTINWVRQAPGQRPELMGGI I P.
k134 FSN.....SWIDWVRQMPGKGLEWVGL | YA.
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Tabla 1 (continuacion): Alineamiento de secuencias seleccionadas de dominio VH

AHo TN O~ROAD TN TNON OO TNOSONO —
MMM EOTTS ST T T |T T NN NN W00 W N0 W oD

VH1b
a2z1
*a3ld*
ab4
k 1l 86A
k165
k142
k137
k1l 205
kv 25
k154
k119
k1l 87
k1l 20
k1l136

VH4
ar2
al7y
ad8

. HYMHWVRQVPGQGLQWMGWLNPD
. - YFLHWVRQAPGQGLEWMGRINPD
.LSMHWVRQAPGEGLEWMGGF . .D
. YYMHWVKQRPEQGLEWIGWIDP .
.HDITWVRQPTGQGLEWMGWLSP .
. LSMHWVRQAPGKGPEWMGGFDA .

YWIEWVKQRPGHGLEWIGEILP.
YYMHWVKQRPEQGLEWIGWIDP.
YGISWVRQAPGQGLEWMGWI . . S
YYMHWVRQAPGQGPEWMGWINP .
LSVHWVRQTPGKGLEWMGGFDP .

. SY I HWLRQARGQGLEWMGMIDP.
. LSVHWLRQTPGKGLEWMGGFAL .
. LSMHWVRQVPGKGLEWMGGYDP .

1 SSGG . .
MTSGS . .
I1SSG. ..

. YYWNWIRQHPVKGLEWIGCII .
.SYWGWVRQPPAKGLEWIGTII
. YFWGWVRQPPGKGLQWVASIFHT
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Tabla 1 (continuacion): Alineamiento de secuencias seleccionadas de dominio VH

AHo NSO~ ONOT=MNMTLOMNRIOMO ~— NS ORROIMmOo ™0
COWOWOYWOOMRPMPPRPPPRP~ PR~ O O © 00 00 0 W oy o O

VH3
a02 .. .GTILHYADSVKGRFTISRDNAENTLHLAQ
*ad4 * .. .GGSTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLAQ

I
|
a25 TD.GGATDFAAPVRGRFTISRDDSKNTFYLE
ab8 AY DETTEYAPSVRGRFTISRDSSKASVYLE
I
I

az28 . . .SGSIGYADSVKGRFTISRDNAKNSLYLQ
a01 . . .GGTTYYADSVKGRFTISRDNSKNSLYLQ
a41 .. .GSNKYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLAQ
a09 .. .AGDTHYADSVKGRFTISRDNFKNTVYLE
a04 TE.GGTTDYAAPVKGRFI I SRDDSKNTLYLAQ
*ad43* .. .GGSTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLAQ
a08 TD.AGTRDYSAPVKGRFI I SRDDSKNTVYLE
albd . . . GGSTYYADSVKGRFTISRDNSKSTLYLQ
a22 TD.GGTTDYAAPVKGRFTISRDNSKNTLYLAQ
ad7 VD.NYATDYAESVRGRFTFSRDDSKNTAYLAQ
k IV 107 . - . SSYIYYADSVKGRFTISRDNAKNSLYLA
a fw1 .. .SGSIVYADSVKGRMT I SRDNAKNSLYLE
a fws .. .GGTTYYVDSVKGRFTISRDNSKNTLYLAQ
*afwi0* . . .GRIEHYADAVRGRFTISRDNSQNTVFLQ
a fw8 VY GGTTEYAASVRGRFTISRDDSNSVAYLAQ
k125 .. .GNFQQYVDSVKGRFTISRDNAKNSLYLAQ
k112 .. .GGTTDYAAPLKDRITISRDDSKNTVYLQ
a1 .. .GSNKNYGDSVKGRFTISRDNSKNTLYLOQ
kIV103 . . .SGSIGYADSVKGRFTISRDNAKNSLYLQ
al8 .. .SGSIAYADSVKGRFTISRNNAKNSLYLQ
ab9 .. .SGTIGYADSVKGRFTISRDNAKNTVYLQ
ab5 .. .TDDTYYADSVKGRFTISRDLSKNTLYLQ
a59 .S . GNTIYYADSVKGRFTISRDNAKNSLYLAQ
a58 .D.GRT.YFADSVKGRFSVSRDNSKNTVYLAQ
ab1 TE. GGTTEYAAPVKGRFTISRDDSKDTLYLAQ
k IV 98 .. .GDSSYYADSVKGRFTISRDNSK . ..
k1110 SD.GGTTDYAAPLKDRITISRDDSKNTLYLQ
kI8 TD . GGTTDYAAPLKDRITISRDDSKNTLYLAQ
ad3 .. . GSNKQYADSVKGRFTISRDNSKNTVHLAQ
a49 AY GGTTEYAASVKGRFTISRDDSKSIAYLAQ
a24 .. .GSGKYYGRSVRGRFTISRDNANDSLFLAQ
kil 114 .. .AGSTYYADSVKGRFTISRDDSKNTLHLAQ
k11123 .. .GTERRYVDSVTGRFTISRDNAKNSLYLAQ
|

a46 .. .GGYTHYADSVRGRFTISRDNAKNSLSLAQ
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Tabla 1 (continuacion): Alineamiento de secuencias seleccionadas de dominio VH

AHo NI OFRORO TN TNONONIO NS O~DO ~0
DOOUOOOOORMMRMRPRRRRERPSPODOOICD 0o ;o

VH3
alo
kIl 129
k iV 135
a60
k132
k11190
k122
k133
k113
k161
kIl 18
k120
k1110
k Il 84A
k119
k117
klll 22
k124
kil 29
k19

VH1a

a7l
a62
k127
a34
adbs
kil 9a
kiv78
k147
k|64
kit 124
kIl 11
k134

. . GRCTKYADAVKGRFT
. . SDTVAYGDSVKGRFT
.SDKIGYADSVKGRFT
.GSDKYYADSVKGRFT
.GTNEYYADSVKGRFT
. .GGGIYYEDSVKGRFT
. .GSSIYYADSVQGRFT
.GSSTYYADSVKSRFTMSRDNSKNTLSLAQ
. . GSFIYYTDSVKGRFTISRDNAKNSLFLQ
. . GGSTHYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLAQ
.. GSIKHYADSVKGRFTISRDDAKRSVYLQ
. . DGVTLYSDSVRGRFTLSRDNANNSLYLQ
. NDNIGYADSVKGRFTISRDNAKNSLYLQ
. SGNIAYVDSVKGRFTVSRDNAENSLYLAQ
. SGNIGYADSVKGRFT
. .NNDIGYADSVKGRFT
.. GSETNSLDSVDGRFT
.GTNEYFADSMRGRST
.. GTNEYFADSMRGRST
. GTYQDYADSVKGRFT

SRDNAKNSVYLQ
SRDNGKKSLYLAQ
SRDNAKNALYLAQ
SRDNSNKRLYLQ
SRDNSKDTLYLH
SRDISKNTLYLQ
SRDNAENSVYLAQ

SRDSAKNSLYLAQ
SRDNAKNSLYLH
SRDNARNSVFLAQ
SRDNFKNTLSLE
SRDNFKNTLSLE
SRDNSKTTVDLAQ

PM.
.o
PI.
PM.

FGTTDYAQKFQGRVT
FGTANYAPKFQGRVT
LGTTNYAQKFQDRVT
LDIANYAQKFQGRVT
FGTPNYAQKFQGRVT

. . MYDTEDYAQKFRDRVT
.- IGTPNHAQKFQGRVT

FGTPNNAQTFQDRLT

TADETTNTAYME
TADESTSTASMD
TADISRSTAYME
TADKSTSTAHME
TADESTNTAYME
IADESTTTTYME
TADEFTSTAYME
SADQATHTAYME

. .VLGTSSLAQKFQGRVTLSADDSTSTAYMD
. .MFGTPNYAQKFQGRFT
. . IFGTINHVERFRDRVTFTADTSTSIAYME
. .GDSDAKYSPSFQGHVTISVDKSLTTAFLQ

TADESTSTVDME
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Tabla 1 (continuacion): Alineamiento de secuencias seleccionadas de dominio VH

AHo NN ORODIO"MNMOTNONODO N T WO OO ™0
DOWOWOOOWWOWMNMSPMPRMNRMR R~ R00 00 )0 00 00 oo 5 O

VH1b
a1
*a33*
ad4
k Il 86A
k165
k42
k137
k 1 205
kv 25
k154
ki1l19
k1l 87
k1120
kil 136

VH4
a7z
al7
a48

.SGATNSAESFKGRVSLTRDTSLNTAYME
... SGDTIYAQKFQDRVTLTRDTSIGTVYME
PE.DGEPVYAEKFEGRLTMIEDTSTDTAYME

.ENGDTEYAPKFKGKATMTADTSSNTAYLQ
.NTGDTGFAQKFQGRVTLTRNTSTSTASLE
. .EDGETIYAQKFQGRITMTEDTSTDTAYME
.GSGSTNYNEKFKGKATFTADTSSNTAYMQ

.ENGDTEYAPKFKGKATMTADTSSNTAYLGQ
GR NGNTNYAQRLQGRITMTTDTSTSTAYME
.. RTGSTNSAQTFQGRVTMTMDTSINTAYME
.. EDGDTIHPHQFQGRVTTTEDSSIDTAYME
. . SGERADYAQMLEGRLTVTRDASTSTIYLD
. .EEGEKI SAQRFQGRVTMTEDTSTDTAYLH
. .EDGETVYAREFQGRVTMTEDTSTDTAYME

YK.SGSTIYNPSLTSRLTISVDTSKTQVSLN
YY.SGNTYYNPSLKSRVTISVDPSKNQFSLK
. GSNYYNPSLRSRLSISVDRTKNQFSLR
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Tabla 1 (continuacion): Alineamiento de secuencias seleccionadas de dominio VH

o D W

VH3
a02
* 344 L
az25
ab8g
a8
a01
a41
a9
a4
*ad3*
a08
ails
a22
ad47
k IV 107
a fwi1
a fwh
*afwi0*
a fw8
kIl 25
kl12
a61
kIvV 103
al8
ab9
a6s
as9
as8
a51
kv 98
k10
k8
a53
ad49
az4
kil 114
kil 23
ad6

MO —|NTLORDIONO NN ORODOO=0NM
ST OMOOoOOC OO rr o r e NN N
et TTTTTTTTT T T T T T

MNS
MNS
MNS
MNS
MNS
MNS
MNS
MNT
MN S
MNS
MN S
MDS
MNS
MTS

MNF
MNS
MSS

INS
MNS

VNR
MNS
MNS
MNS

MNS

LRAEDTAVYYCARDTGG.
LRAEDTAVYYCAAHVLRFLEW
LRPEDTAVYYCATDLE. . .
LESEDTAMYYCTRDVERFD. . . . .
LRAEDTALYYCVKGGYCSGGG . . .
LRAEDTALYYCAKRPRTNVFGP.
LRAEDTAVYYCARDMNYYD
LRAKDTGLYYCARDTGPGMA . . . .
LKTEDTAVYYCAKERGSSSWFDQ . .
LRAEDTAVYYCAKDAGIAV
LKTEDTAIYYCTTGDTRRLENYF.
LRAGDTAVYYCARDRTFLPHDRSG.
LRAEDTAVYYCARGTHYYDSSGYY.
LKIDDTAVYYCTCRPGP

-------

------

LRPEDTAQYYCARDRDMWF. .
LRAEDTAVYYCAKDRGVDLPYYYGSG.
LRSDDTALYYCAREIG .
LKTDDTAVYYCTREGHLAHLEW.
LRGEDTALYHCVINP
LKTEDTGVYYCVTGIPRS
LRAEDTAVYYCAQAYCGGDCHS .
LRVEDTAFYYCVKDSGG
LRAEDTALYYCAKSLSGS
LRAEDTAVYYCARDYHGSG.
LRAEDTAVYYCARGGVGQL
LRAEDTAVYYCVRDAYTI
LRAEDTAVYYCAMNDFW. .
LKTEDTAVYYCTTQRW.,

.......

--------

LKTEDTGVYYCVTGIPRS.
LRAEDTAVYYCATEG
LKTEDTAVYYCTRLGGSGL
LRAGDTARYYCVRERL

.......
.....
......

-----

LRGEDTAVYYCARYNYCSGGTC . .
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Tabla 1 (continuacion): Alineamiento de secuencias seleccionadas de dominio VH

ok D
AHo I3 &

VH3
a10
kil129
kIV 135
aBo
k132
k1l 190
k122
k133
k113
ki61
kIi18
k120
kil10
k Il 84A
k119
kK117
k22
k124
k1129
klg

VH1a
a7
ab2

k127
a3d
ad4s5

kIl 9a
kIvV78
k147
k164
kil 124
k11
k134

OO O =N NODNO =N TN ORODO —ONM
OO0 OO rr o NN
Ll o bl ol Sl Sl el o L sl el e ol i el el ol il ol ]

MN S
MNS
MDS
MNS
MNS
MNS
MNS
MNS
MNS
MNS
MN S
MSN
MN S
MNS
MNS
MNS
MND
VHS
VHS
MHS

LTAEDTAVYFCARTGSG. .
LIPEDTALYYCAKDSAYGS. .
LRVEDTALYYCAKDQIYYYDTRG.
LRVEDTALYFCAKEG
LRAEDTAVYYCAREGF . . .
LRAEDTAIYYCAKRYCSG
LRAEDTGVYYCARDQYG
LRAEDTAIYYCAKDRYCSGGN.
LRAEDTAVYFCVRDKAYSGY . ..
LRAEDTAIYYCTYLGGIP. .
LRADDTALYYCAKGGLSGYNYGR
LRADDTAVYYCAREPLYHR.
LRAEDTAFYYCVKEARRYAGN. .
LRTDDTALYYCARYPVHYDFWSGNGQY
LRAEDTALYYCGKDTVAGA
LRGEDTGIYFCVRDIRPT
LRAEDTAVYYCARDSPAVPT.
LRPEDTALYYCVKEDW
LRPEDTALHYCVKEDW
LRPEDTAVYYCAREDF

.........

........

LST
LSS
LTS
LRS
LSS
LSS
LNS
LIN
LSS
LTS
MSG
WS G

LRTEDTAVYYCARDGSGGET. ..
LRFEDTAVYYCNLYNDVLTDFEKSHYYG
LRSEDTAIYYCARAHDSGWGH.
LRSEDTALYYCARDVRAAVGSGYYYG .
LRSEDTAVYYCSRAGSYGSGNYYVREHF
LRFEDTAVYYCATAPPHYDVLSAWGYG.
LKSEDTAVYYCARDEGSDAG . . . .
LTPDDTAVYYCARGFRHTVELNW.,
LASDDTAVYYCATVGDGYVP
LRSEDTAVYYCATGIGGVG
LTSDDTAVYYCARDEIAAAG. . ..
LRASDTAIYYCARTTPGYSGFDGG.

------
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Tabla 1 (continuacion): Alineamiento de secuencias seleccionadas de dominio VH

AHo Mt W O~ 0o It
oo o|o
— |

a54
k Il 86A
k165
k1142
k137
k1l 205
kIV25
k154
kIl 19
k1187
k1l 20
kIl 136

VH4
a72
al7
a48

119

o) = D W M~
—T T T T
T T T

103
104
110
111
112

n WO~ olon =R iy |
o0 o Qo NN
- | —

123

LTRLSNDDTAVYYCAXGSADSLYDA . . ..
LTSLTSDDTAVYYCARVPRGTYLDPWDY . .
LSGLRSEDTAIYYCAAAYFGSGSYYPNW,
LSSLTSEDTAVYYCNALTTAYA. .
LSDLNSDDTAVYYCARDANPNCNSVSCSKGD
LRSLRSDDTAVYYCATEVFYGSGTVRDYG.
LSSLTSEDSAVYYCARGYYRYD. .
LSSLTSEDTAVYYCNALTTAYA. .
LRSLRPDDTAVYYCARDEHDSSGYA . ... ..
LSRLTSDDTAVYYCARDWSGYDPTYY . . . ..
LSSLRSEDTAMYYCATNLNENYAENSR. . .
LSSLRSEDTARYYCARGQEGVVGTANHVPY .
LSSLTSEDTAVYYCASGDDGYDIEA . .
LSSLRSEDTAVYYCSSGMLQMGGA . . . . .

LRSVTAADTAVYYCARGSDAYG .
LTSLTATDTAMYYCAREADDYDEHGDFSY
LSSVTAADTALYYCANSGVPTYKYY.
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Tabla 1 (continuacion): Alineamiento de secuencias seleccionadas de dominio VH

AHo SRR RB SR NI maneaITISIEISSSe
VH3
a2z .. ... .. SSRAFDIWGQGTMVTVSS
B T 7 LPDAFDIWGQGTLVTVSS
) SFGAFDIWGQGTMVTVSS
aé8 . . ... ... TSGYYEAWGQGTLVTVSS
a2z8 . ... ... CSDAFDIWGQGTTVTVSS
aot ..., GLNYFDLWGQGTLVTVSS
= VSGNCDCWGQGTLVTVSS
a0 ... ... VVGIPLDWGQGTLVTVSS
a4 . ... ... NPYCFDSWGQGTLVTVSS
*a43 * e e e e e e AGTCFDYWGQGTLVTVSS
a08 e e e e e GWGPSDYWGQGTLVTVSS
at . .. ... .. YYAY .. WGQGTLVTVSS
a2z .. 00 KHDAFDIWGQGTTVTVSS
ad7 .. L oL GNKFIDYWGQGTLVTVSS
KIVI107 . . . o oL Lo o e e e s e e e e e
afwl . .00 L WGNGLDVWGQGTLVTVSS
afwb . . . .. L. SYYNVPSWGQGTLVTVSS
*afwt0* . . .. L. L. ATGYLDNWGQGTLVTVSS
afwg . . . ... .. FPGDFDYWGQGTLVTVSS
kin2s . . ... L. SVGVPDLWGQGTLVTVSS
k112 . . . . . . .. YGSYYDYWGQGTLVTVSS
a1t ... ... . GAEYFPHWGQGTLVTVSS
kiV103 . . . . . . .. GVGLFDYWGQGTLVTVSS
al8 . ... ... YYSPFDYWGQGTLVTVSS
a9 . . ... L. RTHTFDIWGQGTMVTVSS
ab5s c v e e e e e WLSGFDHWGQGTLVTVSS
abk9 ... .. ... SWYEFDWWGQGTLVTVSS
a8 . . ... ... SGHPGDYWGQGTLVTVSS
= 1 FQSGEDYWGQGTLVTVSS
k IV 98 e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
k1110 e e e e e e YGSYYDYWGQGTLVTVSS
kims . .00 YGSYYDYWGQGTLVTVSS
as3 .. ... ... SYYGMDVWGQGTTVTVSS
a49 . . ... L L. SINYFDYWGQGTLVTVSS
a4 ... L0 ... NDDAFDTWGQGTMVTVSS
kil 114 e e e e e DRADFDYWGQGTLVTVSS
k23 .. ... ... RSDPFDVWGQGTTVTVSS

a46 C e e e e e YPHGMDVWGQGTTVTVSS
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Tabla 1 (continuacion): Alineamiento de secuencias seleccionadas de dominio VH

AHU SO ONOoO NN WMo
NN MMM om
L ol ol ol ol ] |

VH3
all
k11129
kIV 135
ato
k32
kIl 190
kl22
k133
k113
k161
kIl 18
k 1li 20
k1110
k Il 84A
k119
k117
kil 22
k124
kIl 29
k19

VH1a
a’1
ab2
k127
add
adb
k Il 9a
kivV78
k147
k|64
kil 124
k11
k134

O CNMO=TWN O~0m
e s i i i N b B i B i
T T T e

........ SYSHLSHWGQGTLVTVSS
........ GKGGFD IWGQGTTVTVSS
........ HWGALDMWGQGTTVTVSS
....... .GHYYFDYWGQGTLVTVSS
........ GGILGDVWGQGTLVTVSS
........ GRCYFDYWGQGTLVTVSS
........ FSYGMDVWGQGTTVTVSS
.. .CFGSLDYWGQGTLVTVSS
C e e e e e e DPSYFDSWGQGTLVTVSS
........ DRRPFDHWGQGTLVTVSS
LADAFDFWGQGTMVTVSS
........ PEDAFDIWGQGTMVTVSS
........ SPYGMDVWGQGTLVTVSS
........ NYYGMDVWGQGTTVTVSS
........ VFDGLDIWGQGTTVTVSS
RYYGMDVWGRGTTVTVSS
........ TAWYFDVWGRGTLVTVSS
........ GLGAFDIWGQGTLVTVSS
........ GLGAFDIWGQGTMVTISS
........ DPPRLDNWGRGTTVTVSS

---------

------------

-----------

. FDLWGQGTLVTVSS

FDSWGQGTLVTVSS
MDVWGQGTTVTVSS
FDLWGPGTLVTVSS
MDVWGQGTLVTVSS
MDVWGQGTTVTVSS
MDVWGQGTTVTVSS
MDVWGPGTTVTVSS

RDYWGQGTLVTVSS
MDVWGQGTLVTVSS

IDYWGQGTLVTVSS
DDYWGQGTLVTVSS
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Tabla 1 (continuacion): Alineamiento de secuencias seleccionadas de dominio VH

AHo SRR R AR hNNSnenmaI I TN ST
VH1b
= 1 FDIWGQGTTVTVSS
*a33* L L. .o FDYWGQGTLVTVSS
a4 ... FDPWGQGTLVTVSS
k Il 86A e e e e e e e e e MDSWGQGTLVTVSS
k165 YTG. ... ... .. IDVWGQGTTVTVSS
kil42 C e e e e e e e e MDVWGQGTMVTVSS
S I MDYWGQGTLVTVSS
kil206 . . . . ... 0oL MDYWGQGTLVTVSS
kIV25 . . 000000 LEYWGQGTLVTVSS
kis4 . . ... 000 FDSWGTGTLVTVSS
kw1 . . ... 0000 L. FDQWGQGTLVTVSS
knsz . . .00 0000 FDYWGQGTLVTVSS
k2o . . .. o000 L. FDYWGQGTLVTVSS
k136 . . . . ... ... SDVWGQGTLVTVSS
VH4
a72 . LDVWGQGTTVTVSS
al7. . FDIWGRGTLVTVSS

a48 C e e e e s e FEYWGQGTLVTVSS
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Tabla 2: Alineamiento de secuencias seleccionadas de dominio VL

AHo

Vi1

ar2
a02
ad4d
azs
aBa
azg
al9
a62
ab4
k IV 40
a fwb
a fw8
afw10
k127
kil 25
al7
ab1
als
ad4
ads
ac4
k IV 98
k Il 86A
as3
k42
kil 114
k1l 205
k165
k137
kIll23
kIV25
k154
kit19
k132
k134
k119
k150
kinzz2
k164

58

mfeveenpoecaoTrer 2R INRYRRRRASS
EIVLTQSPSSLSASVGDRVTITCQASQ. .DI
EIVMTQSPSFLSASVGDRVTIACRASQ. .G
EIVLTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQ. .S
EIVLTQSPSSLSASVGDKVTITCRASQ. .SL
EIVLTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQ. .S
EIVMTQSPSSLSASLGDRVTITCQASQ. .DI
DIQLTQSPSSLSASVGDRVTITCQASH. .DI
DIQLTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQ. .S
EIVLTQSPSSLSTSVGDRVTITCQASQ. .DI
PIQLTQSPSSLSASVGDRVTIACRASQ. .S |
....... PSCLHL .VGDRVTITCRAHV . .RA
EIVLTQSPSSLSVTVGDRVTITCQASQ. .DI
EIVLTQSPSSLSASLGDRVTITCRASQ. .S
EIVMTQSPSTLSASVGDRVIITCRASQ. .S
EIVLTQSPSSLSASVGDRVTLTCRASQ. .G
EIVLTQSPSTLSASVGDRVTITCRTSQ. .S
DIQITQSPSSVSASVGDRVTITCRASQ. .G
EIVLTQSPSSLSASVGDRVTITCQASQ. .DI
............... GDRVTLSCRASQ. . TI
EIVLTQSPSSLSASVGDTVTITCRASE. . TI
EIVLTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQ . . T
EIVLTQSPSTLSASVGDRVTITCRASQ. .SV
EIVMTQSPSSLSASVGDRVTITCQASQ. . VI
DVVMTQSPSSLSASVGDRITITCQASQ. . VI
EIVLTQSPSSLSASVGDRVTITCRAGQ . . S|
EIVLTQSPSSLSASIGDRVTISCRASQ. .NI
IEIVTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQ. .DI
EIVLTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQ. . NI
EIVLTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQ. .G |
EIVLTQSPSTLSASVGDRVILTCRASQ. .SL
DIQLTQSPSSLSAFVGDRVTITCRASQ. .NI
EIVLTQSPSSLSASVGDRVTITCRASR. . NI
EIVLTQSPSSLSASVGDRVTITCQASQ.. .DI
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTISCRASQ. .G
EIVLTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQ. . NI
EIVLTQSPSSLSASVGDRVTITCQASQ. .DI
EIVMTQSPSFLSASVGDRVTITCRASQ. .G |
EIVLTQSPSSFSASTGDRVTITCRASQ. .G
EIVLTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQ. .G
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Tabla 2 (continuacion): Alineamiento de secuencias seleccionadas de dominio VL

AHo

V1
kil 29
k113
k19
kl24
kil 124
kKIl10

V3

ad1i

a0
kIV 103
k V135
k11180
k11136

V2
k11129

Vi1

als
a22
a7l
k IV 107
ki12
ab5 -
as8
k18
kUl 10
al10
k1l 9a
kIV78
k122
k1120
k1l 20
ki17

R ERETD SEERNEETEEEE! - PRER R EEE
DIQLTQSPPSLSASVGDKVTITCRASE. . S|
DVVMTQSPSSLSTSVGDRVTITCRAGQ. . S|
EIVLTQSPSSLSASVGDRVTITCRASR. . S|
EIVMTQSPSSFSASVGDRVTITCRASQ. .NI
DIQLTQSPSTLSASVGDRVTITCRVSQ. .NI
EIVMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQ. .S
EIVLTQSPGTLSLSPGERAXLSCRASQ. .SV
EIVLTQSPGILYLSPGERATLSCRASQ. .SV
EIVMTQSPATLSVSPGESAALSCRASQ. .GV
EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQ. . TL
ETTLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQ. .SV
EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQ. .SV

[EIVLTQSPLSLPVTLGQPAS

SCRSSQSLLY

QAVLTQP.SSASGTPGQRVTISCSGSS. .SN
QSVLTQP . PSASGTPGQRVTISCSGSR. .SN
QAVVTQE . PSVSAAPGQKVTISCSGSS. .SN
QSVLTQP.PSVSAAPGQKVTISCSGST. .SN
QPVLTQP . PSASGTPGQRVTISCSGSS. .SN
LPVLTQP .PSASGTFGQRVTISCSGGS . .SN
QPVLTQP.PSASGSPGQSVTISCTGTS. .SD
LPVLTQP . PSVSGTPGQRVTISCSGSS. .SN
SYELTQP . PSASGTPGQRVPISCSGSG. .SN
LPVLTQP.PSASGTLGQRVTISCSGSS . . SN
EIVMTQS . PSASGTPGQRVTISCSGSS. .SN
QSVVTQP.PSVSAAPGQKVTISCSGSS . .SN
QSALTQP . PSVSGAPGQRVTISCTGSS . . SN
QSVLTQP . PSVSAAPGQKVTISCSGSS. .SN
QSVVTAQP . PSASGTPGQRVTISCSGAS. .SN
SYVLTQP.PSASGTPGQRVTISCSGSD. .SN
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Tabla 2 (continuacion): Alineamiento de secuencias seleccionadas de dominio VL

AHo

VA2

a47
abs9
ab1
az4
kIl 87
ki2

VA3

al4
a3i3
a43
al8
a21
a fw1
ab9
a49
a48
a46
ab0

60

R GRS BB EE TR SRR "R
QSALTQP.ASVSGSPGQSITISCTGTS. .SD
QSALTQP.ASVSGSPGQWITISCSGTG. .SD
QSALTQP.RSVSGSPGQSVTISCTGTS. .SD
QSALTQP.ASVSGSPGQSITISCTGTS. .SD
QSALTQP.RSVSGSPGQSVTISCTGTS. .SD
QAVVTQE .PSLTVSSGGTVTLTCSSST. .GP
QSVLTQP.PSLSVAPGETARINCGGN. . N
LPVLTQP.PSVSVAPGQTARISCGGN. .. .N
SYVLTQP . PSVSVAPGQTATVTCGGN. .. .N
QPVLTQP .PSVSVSPGQTVSITCSGD. .. .G
DIQMTQS . PSVSVSPGQTASITCSGD. .. .K
SSELTQD.PAVSVALGQTVRITCHGD. . .S
QSVLTQP.PSVSVSPGQTATITCSGD. .. . K
QPVLTQP.PSVSVAPGQTARITCGGS . .. .N
QPVLTQP .PSVSVSPGQTARITCSGD. .. . E
QSVLTQP.PSVSVSPGQTASITCSGD. . L
QTVVTQE . PSFSVSPGGTVTLTCGLS. . 8
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Tabla 2 (continuacion): Alineamiento de secuencias seleccionadas de dominio VL

AHo SNt N OROOOI~NN TN OO OS= OO ™
MMM MSlsSTreSr eSS T DN W N WM W WML WO WO W0

Vit
ar2 SN. ..... YLNWYQQKPGKAPNLLIYD. .. ..
ab2 SN. .. ... YLAWYQQKSGKAPKLLIYG. . . ..
ad4 sD. .. ... YLNWYQKKSQEAPKLLIYA. .. ..
a25 DT. .. ... YVNWYQQKLGRAPKLLIYS . .. ..
ats Sss. .. ... YLNWYQQKPGKAPKLLIYA. ..
a28 SN. .. ... HLNWYQQRPGKAPRLLIFD.
a09 LN. ... .. YLNWYQQKPGKAPKVLIFD.
ab2 SF. .. ... YLSWYQQKPGKAPKLLIYA.
a54 SD......YLNWYQQKPGKPPKLLIYD. ..
k IV 40 NT. .. ... YLNWYQQKPGTAPKLLISA . . . ..
a fwb LRSS . . . .. YLAWYQQKAGKAPKLLIYA . .. ..
a fw8 SN. .. ... HLNWYQQIPGKAPKLLIHA. .. ..
afw10 S8S. .. ... YLNWYQQKPGKAPKLLIYA. .. ..
k127 §s. .. ... WLAWYQQKPGKAPKLLIYK. .. ..
ki1l 25 RN. ... .. ELAWYQQRPGKAPKRLIYA.
al7 GR. . . . .. WLAWYQQKPGKAPKVLIYT. .
ab1 Ss. ... .. YLNWYQQKPGEPPELLIYD . . . ..
al8 SN. .. ... NVNWYQQKPGKAPNLLIYD. . . ..
a34 GT. .. ... SLSWYQQKPGQAPKLLIYS . .. ..
a45 NN. .. ... YLNWYQQKPGMAPALLISG. .. ..
ab4 GT. .. ... NLNWYQQKSGKAPKLLMYG. . . ..
kiveg SR . . . . .. WLAWYQQKPGKAPRXLIYQ. .. ..
kKIIBGA SN . . . . .. HLNWYQQKPGKAPKFLISD. .. ..
a53 SN. ... .. YLNWYQQKAGKAPKLLIYG. . . ..
kil42 ST. .. ... YLNWYQHKPGKAPKLLIYA. .. ..
kil114 GN. ... .. FLNWYQQKPGKAPKLLIYT. .. ..
k1l 205 RI . .. . .. DLDWYQQKPGRAPKVLIHE.
k165 NT . ... .. YLNWYQQKPGKAPNLLIYA . .. ..
k137 AN. .. . .. YLAWYQQKPGKVPKLLIYS. . ...
kK23 HN . . . . .. YLAWYQLKPGQAPRLLMSA . . . ..
kIV25 I T. ... .. FLNWYQQKPGKAPKLLIYD.
kKIb54 GS. ... .. YLNWYQQKSGRAPRLLIYA . .. ..
k1119 SH. .. ... HLNWYQQRPGKAPKLLIYG. . . ..
k132 RN. .. ... DLSWYQQKPGKAPKRLISA. .. ..
k134 RT. ... . .YLNWYQQKAGTAPKLLISG.
k119 TN. . .. .. YLNWYQHKPGKAPKLLIFD.
k150 RS . ... .. YLAWYQQKPGKAPKLLIYA.
k122 S5.... .. YLAWYQQKPGKAPKLLI YA . . . ..
k|64 RN..... .ELGWYQQKPGKAPKLLIYA. . ...
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Tabla 2 (continuacion): Alineamiento de secuencias seleccionadas de dominio VL

AHo NI O~RODONO TN WMo (N D WMo ™™
MMMt oot T o o S DI WD WD WD WD WD N0 WD WO W0 W w

Vx1

kll29 NN. .. ... YLNWYQQRPGKAPKLLIYG. . . ..
k113 GIlI...... FLNWYQQRPGKAPKVLIYA. .. ..
k19 DN. .. ... HLNWYRQRPGKAPNLLIYA . ..
k124 FK . .. ... FLNWYQQKPGKAPKLLIYA.

kil 124 FD. ... .. WVAWHQQKPGKAPKLLIYR.

kil10 SG. .. ... FLNWYQQRPGRAPKVLIYA.

Vx3

a4 TS . .. .. SSLAWYQQKPGQAPRLLIYG. .. ..
a01 SN. ... .. YFAWYQQRPGQAPRLLIYG. . . ..
kivi03 ST. ... .. NVAWYQQKPGQAPRLLIYG. . . ..
k V135 TH. .. . .. YLAWYQQKPGQAPRLLIYD. . . ..
k11190 SsG. .. .. SYLAWYQQKPGQAPRLLIYG. . .
k1l 136 SN. . .... YLSWYQQKPGQAPRLLMYD . . .
Vk2

k1l 129 IDGN. . . TYLNWFHQRPGQSPRRLIYK . . . ..
VA1

als IG. .. .SNYVYWYQQLPGTAPKLLIYS. ..
az22 LG . . . SNTVTWYQHVPGTAPKLLIYT. ..
a7 1G. .. NNYVSWYQQLPGTAPKLLIYD. .

k IV 107 IG. .. . DNYVSWYQQLPGTAPQLLIYD. .. ..
k112 1 G . ., SNYVYWYQQLPGTAPKLLIYR. .. ..
at5 IG. ... TNPVNWYQQLPGTAPSLLIYT. .. ..
ab8 IGH. . . YNYVCWYQQHPGKAPKVLIYD. . ...
k1l 8 1G. . TNYVYWYQQLPGTAPKLLIYN. .. ..
k1110 |l E. .SHTVNWYQQLPGTAPKLLIYN. .
all IG. .. . RNTVNWYQQLSGTAPKLLIYR. ..
kIl Sa 1 G . . .SNTVNWYQQFPGTAPKLLIYT. . ...
kiv7a 1G. . . SHYVSWYQQLPGTAPTLVIYD. . ...
k122 1 GG . .GYDVHWYQHLPGTAPNLLIYG. .. ..
k1l 20 1 G. . .NNYVSWYQQLPGTAPKLLIYD. .

kil 20 1G. . NNYVYWYRQLPGMAPKLLIYS . .
ki17 1 G . .SHTVSWYQHFPGTAPPLLIYT. . ...
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Tabla 2 (continuacion): Alineamiento de secuencias seleccionadas de dominio VL

NONTND OO, Ol NM NoM~ooolrN I O~OoODO —NM
AHo nnnmmmmmwvd-ﬁgwﬂﬂﬂrqmmmmmmmmmm:o-'.of.ntn

VGG . .
| GA . .
VSF.
VGG .

VGG . . .
VTS . ..

.YDYVSWYQQHPGKAPKLMIYE
.YNYVSWYQHYPGKAPKLMI YD
. SNYVSWYQQHPGKAPKLVIYA
. YNYVSWYQQHPGKAPKLMIYD.

.....

YNYVSWYQQHPGKAPKLVIYD.
AFYANWFQQKPGQAPRALIYS.

- ——-——-
OOAGOOMD

-r
@ 7T

GSV

.DKSVHWYQQKPGQAPVLVMYY .
.. TISVHWYQQKPGQAPVLVVSD
. SKSVHWYQQKPGQAPVLVVYD
.. . HKYVSWYQQRPGQSPILVICQ..
. . DKYACWYQQKPGQSPVLVIYQ..
.. YYSASWYQQKPGQAPLLVMYG. .
. . DQYACWYQQKPGQSPVLLIYE
.. . SRNVHWYQQKPGQAPVLVVYD. ..
.KQYAYWYQQRPGQAPVLIIYE
DTYAYWYQQRPGQSPGLVIYE..
SYYPSWYQQTPGQAPRTLVHS . .

ST.
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Tabla 2 (continuacion): Alineamiento de secuencias seleccionadas de dominio VL

AHo SO0 O T NMTINWINO GO v~ O S W WO~ oim o
WO WO O W W W M P P PP P P M= P00 00 00§00 00 0 00 00 0000

Vi1

arz
a2
a44
azs
a8
azs
a09
at2
ab4
kK IV 40
a fws
a fw8
afw10
k127
k25
al7y
a6
al8
a34
a45
ab4
k V98
k 1l 86A
as3
kil42
kil 114
k Il 205
k165
k137
kil 23
k IV 25
k154
kil 19
k132
ki34
k119
k150
k122
k164

. ASNLEIGVPSRFSGSGSG. .
. ASTLQSGVPSRFSGSGSG. .
.ASTLQSGVPSRFSGSGSG.
.. TSNLESGVPSRFSGSGSG. .
..ASSLQSGVPSRFTGSGSG.
.. .ATELEPGAPSRFSGSGSG.
.. .ASDLQKGVPSRFSGSGSG.
.. .ASTLQSGVPSRFSGSGYG.
. ATNLETGVPPRFSGSGSG.
ASVLQSGVPSRFSGSGSG.
..ASTLQSGVPSRFSGSGSG.
.. ASSLQSGVPSRFSGSGSG. .
..ASSSQSGVPSRFRGSESG. .
. . ASSLESGVPSRFSGSGSG.
.. .GSILQSGVPSRFSGSGSG.
. . VSKLQSGVPSRFSGSGSG.
...ASNLQSGVPSRFSGSGSG.
. ASNLATGVPARFSGGGSG.
.. ASHLQNGVPSRFSGSGSG . .
..PFSFQSGVPSRFRGSGFG. .
... ASILQSGVPSRFTGSGSG. .
. . ASSVESGVPSRFSGSGSG. .
.. . ASNLETGVPSRFSGSGSG.
.. ASNLETGVPSRFSGGGSG.
.. .ASSLQSGVPSRFSGSGSG.
. ASTLQSGVPSRFSGRGSG.
. . ASKLKSGAPSRFSGSGSG.
. ASNLQSGVPSRFSGSGSG.
. . ASTLQSGVPLRFSGSGSE.
. .ASHRATGIPDRFSGSGSG .
..SSTLESGVPSRFSGSGSG. .
..ESILQAGVPSRFSGSGSG. .
.ASNLQTGVPLRFSGSGSG.
. . ASSLQSGVPSRFSGSGSG.
.. .ASSLQSGVPSRFSGSGSG.
..ASSLERGVPSRFSGSGSG . .
.ASTLQSGVPSRFSGSGSG.
.ASTLQSGVPSRFSGSGSG.
.ASTLQSGVPSRFSGSGSG,

64

R Y
TDFTFTISN
TEFTLTISS

.TDFTLTISS
TDFTLTISS
TDFTLTI1SS

.TDFSFTITN

.THFTFTISS

. TDFTLTISS

.THFTFTITS

.TDFTLTIRS
TEFTLTISS
TDFTLTISS
TDFTLTISN

.AEFTLTISS

. TEFTLTISS

. TEFTLTIGS

. TDFTLTISS

. THFTFTISS
TDFTLAISG
TDFILTISD
TDFTLTISS
TEFTLTI1SS

.TDFTFTI1SS

.TEFTLTISS

.TDFTLTISS

. TEFTLTISS

. TQFTLTISS

.TDFTLTISS

.TEFTLTISS
.TDFTLTVSR

TDFTLTISS
TDFVLTISG

. TDFTFTISS
.TEFTLTISS
.TDFTLTINS
TDFTFTINN
.TDFSLTISS
.TDFTLTI1SC
.TDFTLTITS



ES 2656427 T3

Tabla 2 (continuacion): Alineamiento de secuencias seleccionadas de dominio VL

AHD SN O~ROHRO NN OMNONO—MNMTNOR~ROIMDO O O Wn
LOOOUOOMNMMERRRMRMERERMEROOEIOWOMODWOOIO O G,

Vi1

k129 .. . ASNLYSGVPSRFRGTASG. . TDFTLTINS
k113 ... ASRLQSGVPSRFSGSGSG. . TDFTLTINS
k19 ...ASNLESGVPSRFSGSGSG. .TDFTLTISS
k124 ... AANLQGDVPSTFSGNGSG. . TDFTLTISS
k1124 .. .ASSLQAGVPSRFSGSGYG. . TEFTLTITS
k1110 ... ASSLQGGVPSRFSGSGSG. .TEFTLTISS
V3

a41 .. .ASTRATGIPDRFSGSGSG. .TDFTLTISR
a01 .. .ASSRATGIPDRFSGSGSG. .TDFTLTISR
kivio3 .. .ATTRASGVPARFSGSGSG. .TEFTLTINS
kivi3s5 .. .TSKRATGTPARFSGSGSG..TDFTLTISS
k1190 .. .ASSRATGIPDRFSGSGSG. .TDFTLTISR
k1136 .. .VSNRATGIPARFSGSGSG. . TDFTLTISS
Vk2

kll129 .. .VSNRDSGVPDRFSGSGSG. .TDFTLKISR
VAl

al5 .. .NNQRPSGVPDRFSGSKSG. . TSASLAISG
a22 .. .DNQRPSGVPDRFSGSKSG. .TSASLAISG
a71 .. .NNKRPSGIPGRFSGSRSA. .TSATLTITG
kIV107 .. .NTKRPSGIPDRFSGSKSG. .TSATLGITG
k112 .. . NNQRPSGVPDRFSGSKSG. . TSASLAISG
ab5 ... NMQRPSGVPERFSGSKSG. . TSASLAISG
a58 .. .VSKRPSGVPDRFSGSKSG. .NTASLTVSG
kiil8 ...NDQRPSGVPDRFSGSRSG..TSASLAITG
ki10 .. .NNQRPSGVPDRYSASKSG. . TSASLAISG
a10 .. .NNQRPSGVPDRFSGSKSG. .TSASLAISG
k1l 9a .. .DNQRPSGVPDRFSGSKSG. . TSASLAISG
kivi8 .. .NNKRPSGIPDRFSGSKSG..TSATLDITG
k122 ... DTNRPSGVPDRFSGSRSG. . TSASLAITG
k1120 .. .NNKRPSGIPDRFSGSKSG. .TSATLGI TG
ki20 .. .NNQRPSGVPDRFSGSKSG. . TSASLAISG
k117 .. . YNQRPSGVPDRFSGSQSG. .TSASLAISG

65
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Tabla 2 (continuacion): Alineamiento de secuencias seleccionadas de dominio VL

Va2

a47
as9
a51
az4
kIl 87
k12

VA3

a04
a33
a43
a08
a21
a fw1
ag9
a49
a48
a46

AHG33%EsEEEE.-‘EFEEEERlEEEE%IQ%Q%EE%%E%%EQ
. VNNRPAGVSNRFSGSKSG. . NTASLTISG
. . VSNRPSGVSHRFSGSKSG. . NTASLTISG
. VNKRPSGVPDRFSGSRSG. .STASLTISG
. . VSENRPSGVSNRFSGSKSG. . NTASLTISG
.VSKRPSGVPDRFSGSKSG. . NTASLTISG
.TTKKHSWTPARFSGSLLG. . GRAALTLSG
.DDDRPSGIPERFSGSNSG. . NTATLTISR
. . DSVRPSGIPERFSGSNSG. . NTATLTI SR
.DSDRPSGIPERFSGSNSG. . NTATLTIRR
. .DSERPSGIPERFSGSNSG. . NTATLTISG
. DSKRPSGIPERFSGSNSG. . NTATLTISG
. NNKRPSGIPDRFSGSPSG. . TTASLTISG
.DSKRPSGIPERFSGSNSG. . NTATLTISG
.DSDRPSGIPERFSGSNSG. . NTAILTLSG
.DNERPSGIPERFSGSTSG. . TTATLTI1SG
.. NSRRPSGIPVRFSGSKSG. .S1IATLTISE
. TNTRSSGVPDRFSGSILG. NKAALTITG

a6i

66
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Tabla 2 (continuacion): Alineamiento de secuencias seleccionadas de dominio VL

AHo @ oo [N T UOROI O TN IVOROD O = NM T DWN
SOOI 0000 QOrrrrrrrrr e NN
Al = ikl il SR S s L ol ol o E ol ol ol il ol S i

Vx1

a72 LQPEDIATYYCQQFDNL . . .. ... ... .....
a02 LQPEDFATYYCQQLYSH . . . . . . v o o o o ...
ad4 LQPEDFATYYCQQSSSTP . . . . o v v v v v e
a25 LEPEDFATYYCQQAYRS . . . . . v v v v v v i
a68 LQPEDFATYYCQQSYST . . . . .« oo ... ..
a28 LQPEDVATYYCQEYDNLP. . ... .. .. .....
a09 LQPEDTATYYCQQNNKF . . . . - . . o v v i ..
ab2 LQPEDFATYYCQQSYST . . . . o v v v v vvi ..
a54 LQPEDIATYYCQQYDVL . . . v v v u v v
kIV40 LQREDFATYFCQQSYST. . . . . v v v v v ...
a fw5 LQPEDFATYYCQQLYSH. . . . . . . .. ...

a fws LQPEDFATYYCQQSFSS . . . v v v v v ouu..
afw10 LQPEDFATYYCQQSYRT . . . . . v v v o o ... ..
k127 LQPDDFATYYCQQYKS . . . . . . . o o v i i ..
kil25 LQPEDVAVYYCQQYYSL . . . . v v v v e,
al7 LQPDDLGTYYCQQYKTY . . . . . . o v v v oo ..
ab1 LQPEDFVSYYCQQSFST . ... . . ... ....
al8 LQPEDVATYYCQQYDNLLP . . .. ... .... ..
a34 LQPEDFATYYCQQTFRP . . . . . o o v v v .. ..
a45 LQPEDFGVYFCQQTYLT . . . . . . o o v v v
ab4 LQPEDFATYYCQQSYSS . . . . . o v v v v i ..
kIV98 LQPDDSATYYCQHYDTY . . . . . v v vv v v .
kKII8BA LQPADIGTYYCQQYDNL . . . . . v v o v v v v ..
a53 LQPDDFAGYYCQQYYTY . . . . . o v v v i v .
kll42 LQPDDFATYYCQQSYDPP . . . . . . . v v ...
kll114 LQPEDFATYYCQKYNSA . . . . . . . .. . . . ...
kll206 LQPDDFATYYCQQSNSY . . . . . . . . .. ..
k165 LQPEDFATYYCQQSYGT . . . . . o v v v v v v ..
k137 LQPDDSATYYCQQYKGY . . . . . . . v v v v v
kiN23 LEPEDFAVYYCQQFARS . . . . . . . v v v ...
kIVv25 LQPEDFAIYYCQQSYST. . .. . . . .. .. ....
k154 LQPDDCATYYCQQSYTT . . .. .. v v v ...
kIl19 LQPEDIATYYCQQYDR . . . . . . . . v o ...
k132 LQPEDCATYYCLQHSTY . . . . . . . . . . . ...
k134 LQHEDFASYYCQQSYTP . . . . . .. ... ... ..
k119 LQPEDIATYYCQHYHDF . . . . . . . . . . . ...
k150 LQPEDIGTYYCQQYDDF . . . . . . v . v v v .
kiN22 LQSEDFATYYCQQYYSY . . . . . . . .. .. ....
k164 LQPEDFATYYCLQDYNY . . . .. .. ...
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Tabla 2 (continuacion): Alineamiento de secuencias seleccionadas de dominio VL

AHo OF~RORO—|NMOTNORIDO NI TLO~RONRO N WN~
OO OO0 000000 rrrrrmrer e NN N
hanih ol ol i sl ol ol e 8 L el ol ol 2l ol a2l 2l ol ol ol ol o

Vi1
ki 29
k113
k19
k124
kil 124
kIl 10

Vi3

adi
a01
k IV 103
k IV135
k11180
k11136

V2
kil 129

Vil

albs
az22
a7l
k IV 107
k112
a6s
ab8
kil 8
k110
a0
k1l 9a
kIV78
k122
k1l 20
k11120
k117

LQPEDFATYFCQQSDSA. ... .........
LQPEDSATYYCQQTSGT . . ..
LQPDDFATYYCQQTYS .
LQPGDFATYYCQQTYTT. ... .. ... .. ..
LQPDDFATYYCQQYSSY........ .o
LQAEDVAVYYCQQYYST. ... ... ....

.........

LEPEDFAVYYCQQYGSS . ... .........
LEPEDYAVYYCQQYGSS. ... ........
LQSEDFAAYYCQQYKHWP. . . . ... ...
LEPEDSALYYCQQRNSW. . ... ... ... ..
LEPEDFAVYYCQQYGSS. ... ... ......
LEPEDFAVYYCQQRSNW. . . ... ... ....

VDAEDVGVYYCMQGTHW. . .. ... . ...

LRSEDEADYYCAAWDDSLN. . . .. ... .....
LQSEDEAEYYCATWDDSLN. . . .. .. ...
LQTGDEADYYCGTWDSNLS . .. .. ¢ 4 e e oo
LQTGDEADYYCGTWDSSLS . . ... .. .... ..
LRSEDEAHYYCAAWDDSLS . .. ... .......
LQSEDEATYYCVTWDDSLN. . ... ... .. ...
LQAEDEADYYCSSYAGNN. . . . ... .. ..
LQPQDEAVYFCQSYDSSLSG. . e e e e e e
LQSEDEADYYCAAWDDSLS . ... ........ .
LQSEDEADYYCAAWDDSLN. . .. ... ... ...
LQSEDEADYYCAAWDDSLN . . .. ... ...
LQTEDEADYYCGTWDSSLGG. .. ... ... .
LQPQDEAVYFCQSYDSSLSG. .. ... ....
LQTGDEADYYCGTWDSSLN. . ... ...
LRSEDEADYYCAAWDDGLN. . . .. .. ... .
LQSEDEADYYCAAWDDSLS .. ... ... ...

rrrrr
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Tabla 2 (continuacion): Alineamiento de secuencias seleccionadas de dominio VL

L~ Qo ™
AHo gamogh oo
— -

N~ OINORODNIOT™MNM T U)W
COoOoOQIOrrrrrrr e NN NN
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

102
103
104

a47 LQAEDEAEYYCSSYRSDNS . . .. ... ... ...
ad9 LQAEDEADYYCCSYRGPSS . ... .... ‘e
ab1 LQAEDEADYYCCSYAGRYT . . .. .. ... ..
az24 LQAEDEADYYCSSCTSSS . . ... .. ..... ..
k1l 87 LQAEDEADYFCCSYAGSYT. ... ... ... ...
k12 VQPEDEAEYHCLLYYGGP . . . .. ... ... ...

al4 VEAGDEADYYCQVWESGSG. . .. .. .. ...
a33 VEAGDEADYYCQVWDSSSD. ... ....... ..
a43 VEAGDEADYYCQVWDSSSD . . .. ... .. .. ..
a08 TQAMDEADYYCQAWDSN. . . ... ... . ... ..
a2 TQAMDEADYYCQAWDSS . . .. .. ... ...

a fwi AQAEDEADYYCNSRDSSGF. ... .. ..

a69 TQALDEADYYCQAWDTG . . . . . . .. .. .o
a49 VEAGDEADYYCQVWDNDSD . . .. .. .. ... ..
a48 VQAEDEGDYYCQSADNNAA . . . . ... ... ...
a46 TRALDEANYYCQAWDSN. . . ... ... ... ...
a60 AQADDESDYYCVLYLGSG. . ... ....
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Tabla 2 (continuacion): Alineamiento de secuencias seleccionadas de dominio VL

AHo BB E NS meneaaTIdIesesee
T T T T T T T T T T T T T T T T T T

Vi1
a7z e e e e e PFTFGPGTKVDIKR
a2 s e i i s e . . PYTFGQGTKVDIKR
ad44 . e+ .....PYTFGQGTKVEIKR
azb - e e e ... .PPTFGQGTKVDIKR
ab8 e e e e e .PWTFGQGTKLEIKR
a28 e e e e . .PYIFGQGTKVDI KR
a9 v+ ++....PLTFGGGTKLTVLG
a62 s e v ... . QWTFGQGTKVDI KR
ab4 . e.--...PPAFGQGTKVE I KR|
k IV 40 . +e+.+.....PETFGQGTKVEIKR
a fws + e +++....PYTFGQGTKVE I KR,
a fw8 + e +++....PLTFGGGTKVEIKR
afw 10 +e++....PFTFGPGTKVEIKR
k27 c e i s e . .YWTFGQGTKLTVLG
k125 . e+ v....PYMFGQGTKVDIKR
al7y . e v s v...PYTFGQGTKLTVLG
a61 . v +.4....PRTFGQGTKLEIKR
als . e e e -e...QFTFGGGTKVDIKR
a34 e e e e e LWTFGQGTKVTVLG
ads . e v ve....PPTFGGGTKVEIKR
ab4 «.e+4+....LRTFGQGTRLEI KR
k IV 98 c v+ e....PWTFGLGTKLEIKR
k Il 86A . e+ +....PLTFGGGTKVEIKR
a53 . e+"....PWTFGRGTKVDIKR
k1142 cve+22....1FTFGPGTKVEIKR
kIt114 c e e e ....PYTFGQGTKVEIKR
k Il 205 . e e.....PWTFGQGTKVDIKR
k165 -+w-4v.+....FLTFGGGTKVTVLG
k137 - e e +....856G6TFGQGTKVTVLG
kill 23 - e e.....PWTFGQGTKLTVLG
kiv2as . . .. .. . .PITFGQGTRLE I KR
k54 «c e -"w--...PWTFGPGTKVDIKR
ki1l 19 . v+ +v....FLTFGGGTKVEIKR
k32 . v -e+....PPTFGRGTKLEIKR
k134 e e+ +.. .PWTFGQGTRLEIKR
k119 «. v+ 2....PYTFGQGTRLEIKR
k150 .« e v +v.e...PLTFGGGTKVDIKR
k22 .« v 2s+...PFTFGGGTKVEIKR
k164 s et e ... .PWTFGQGTKVEIKR
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Tabla 2 (continuacion): Alineamiento de secuencias seleccionadas de dominio VL

AHo JR e m o mmmmelerners eIt
AN
kll29 . . ... ... PWTFGQGTKLE I KR
k113 . oL L. PHSFGQGTKLE I KR
k19 . ... ... SCTFGRGTKVTVLG
k124 e e e e e PRMFGQGTKVTVLG
k124 . . . ... L. PWTFGPGTKVTVLG
k1o ... L. L. PYTFGQGTQLTVLG
Vk3
a4l ... L. L. .PFTFGPGTKLE I KR
adl . ... ... PLTFGGGTKLTVLG
kIV103 . . ... ... PWTFGQGTKVE I KR
kIVI3s . . . .. ... PHTFGGGTKLE I KR
k190 . . . . ... PRTFGQGTKVE I KR
kIm13e . . ... .. .PPTFGGGTKLTVLG
Vk2
kit129 . . .. L L L. PPTFGQGTKLTVLG
VA1
als ... ... .. GVVFGGGTKLTVLG
a22 ... ... GQVFGGGTKLTVLG
a7t ... ... AAVFGGGTKLTVLG
kIv107 . . . . ... .GVVFGGGTKLTVLG
k112 . . .. ... GWVFGGGTKVEIKR
ab5 .. ... ... HWLFGGGTKLTVLG
as8 ... ... .. RFLFGGGTQLTVLG
kms ... L SVVFGGGTKLTVLG
k1o . . . ... .. AFVFGGGTQLTVLG
al0 . .. ... GVVFGGGTKLTVLG
kllga . . ... ... GWVFGGGTKLTVLG
kIV78 . . . . .. . .GGVFGAGTQLTVLG
k122 . ... ... SVVFGGGTKLTVLG
k120 . ... .. . .AYVFGTGTKLTVLG
kim0 . ... .... GVVFGGGTKVTVLG
k117 .. . .GWVFGGGTKVTVLG
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Tabla 2 (continuacion): Alineamiento de secuencias seleccionadas de dominio VL

AHo QR B 5 ESB IR 3G[E3IITIIJLSISR
VA2
ad7 ... ... PVVFGGGTKLTVLG
as9 ... ... .. PYVFGTGTKLTVLG
a5t ... ... .. VFAFGPGTKVTVLG
2 TPLFGGGTKLTVLG
k87 ... .., . .PYVFGTGTKVE I KR
k12 ... QWVFGGGTQLTVLG
VA3
a4 ... QYFFGPGTKLTVLG
a33 ... ... YVVFGGGTKLTVLG
ad43d ... ... . .HNVFGSGTKVE I KR
a8 ... ... . .TVVFGGGTKLTVLG
a2l ... ... TGVFGGGTKLTVLG
afwl ... ... L. HLVFGGGTKLTVL.
a9 ... ... .. TVVFGGGTKVE I K.
add ... ... HWVFGGGTKLTVLG
a48 . . ... .. .HRVFGTGTKLTVLG
a4 ... TVLFGGGTKLTVLG
a0 ... ... VWVFGGGTKLTVLG
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Tabla 3: Alineamiento de miembros aleatorios de biblioteca

AHo

VH aleatoria
1a
1a
1a
1b
1b
1b
1b
1b
1b

e a—y
h-&hhhhmwmmmcgc

VL aleatoria
k1
k1
k1
k1
k1
k1
k1
k1
k1
k1
k1
k2
k2

NN OO TN STNWNSOOM
T T T T T

=TI O =~ o
L iy By Ha

29
30

73

QVTLKES .GAEVKKPGSSVRVSCKTSG.GPF
QVQLQES .GAEVKKPGSSVKVSCKASG.GTF
QVALVQAS . GAEVKKPGSSVKVSCKASG.GSF
EVQLVET . GAEVKKPGASVKVSCQASG.YTF
EVQLGES . GAEVKKPGATVKVSCRASG . YTF
EVQLVES . GPEVKKPGASMKLSCQASE .YSF
QVQLVQS . GAEVKKPGASVKVSCRLSG.YTL
jQAVALVQS . GAEVKKPGESLRISCQSSG.YGF
EVQLVES . GVEVKKPGESLKLSCKGAG.YSF
EVQLVES . GAEVKEPGESLRISCQGSG.YSF
EVQLVET . GVEVKKPGESLKISCKGSG.YFF
EVQLVET . GTEVKKPGSSVKASCKVSG .DSF
EVAQLVQS . GGGLVKPGRSLRLSCKVSG.FNF
EVQLVES .GGGVVQPGRSLRLSCAASG.FTF
EVQLVQS . GGGLVAQPGGSLRLSCAASG.FAF
QLQLQES.GGGLVQPGGSLRLSCAASG.FNI
EVQLVES . GGTLIKPGGSLKLSCEVSG.FTV
QLQLQES . GPGLVKPSQTLSLTCTVSG.GS|I
EVQLVES .GAE.VKPSQTLSLTCTVSG.ASI
QLALQES . GPGLVKPSETLSLTCTVSG.GSM
QVQLQEW.GPRLVKPSATLSLTCTVSG.DST
QLAQLQES .GPGLVKPSGALSLTCTVSG.DSI
QLAQLQES.GPRLVKPSETLSLTCAVSG.YSI
EIVLTQSPSFLSAFVGDRVTVTCRTSQ. .DI
EIVLTQSPSFLSASVGDRVTITCRASQ. .DI
EIVMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQ. .DI
DVVMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQ. .S I
EIVLTQSPSIPPSSVGDRVTITCRASQ. .S
EIVMTQSPSSLSASVGDRVTITCQASE . .DI
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCQASQ. .DI
DIQLTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQ. .S
EIVLTQSPSSLSASIGDRVTLTCRSSQ. .S
EIVLTQFPSSVSASVGDRVTITCQASR. . DI
EIVLTQSPSSVSASVGERATLSCRASH. .SV
EIVLTQSPLSLAVTPGEPASISCTSSQ. .RL
EIVLTQSPLSLPVTPGEPASISCRSSQ. .SL
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Tabla 3 (continuacion): Alineamiento de miembros aleatorios de biblioteca

AHo

VL aleatoria
k3
k3
k3
k3
k4
k4
k4
"
12
13
13

TN OO NO T ONM S WO~ MO ™ 0N M SN o
T NN NON N

EIVMTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQ. .
DVVMTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQ. .
EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQ. .
EIVMTQSPATLSVSPGERATLSCRASR. .
DIQLTQSPDSLAVSLGERATTHCKSSQ. .
DIQMTQSPDSLAVSLGERATINCKSSH. .
DIQLTQSPESLAVSLGERATINCKASQ. .
QSVLTQ.PPSASGTPGQRVTISCAGSR. .
QSALTQ.PASVSGSPGQSITISCTGTS . .
QSVVTQ.PPSVSAAPGQKVTISCSGSS . .
QSVLAQ.PPSLTVSPGGTVTLTCASST. .
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Tabla 3 (continuacion): Alineamiento de miembros aleatorios de biblioteca

AHo 333 885RBTITILSLIIBEIRIBRLRITI
VH aleatoria
1a SN. . ... HS I SWVRQAPGQGLEWMAGFIP.
1a SN..... YVI AWVRQAPGDGLEWMGAVIP. .
1a SsS.. ... YGMSWLRQAPGQGLEWVGVVVP . |
1b TS . .. .. YNINWVRQATGQGLEWMGRMNP .
1b NL. . ... YDMNWVRQATGQGLEWMGWMNP . . .
1b ST. . ... I YMHWVRQAPGQGLEWMGIVIP. ..
1b TK. . ... LAFHWVRQAPGKGLEWMQTFDP.
1b SK. . ... SWI TWVRQVPGKGLEWMGRIDP . . .
1b ss5.. ... YLIAWVRQMPGKGLEWVAMIYP. ..
1b TT. .. .. YWINWVRQMPGKGLEWMGK I DP.
1b TN . . . . . YWIAWVRQMPGKGLQWMGI I YP . .
1b spD..... YSFRWVRQAPGQGLEWMGG I TP . . .
3 PD. . . .. YAINWVRQAPGKGLEFVGRVKRNT.
3 sD. . ... AWMSWVRQAPGTGLEWVGRIKSKT .
3 SN..... YEMNWVRQAPGKGLVWISYISSYS.
3 SN..... YDMHWVRQATGKGLEWVSAIDT. ..
3 GG. . ... NY | SWVRQAPGKRLEWVSAIYS . ..
4 SNGG Y YWSWIRQHPGKGLEWIGY LYY . L .
4 SSGV. . . _ YYWSWLRQSPGKGLEWIGYIYY. ..
4 sD. . ... YYWTWIRQAPGKGLEWMGY IYY . . .
4 Ss..... TYWSWIRQPPGKGLEWIGDVYY . ..
4 TGS ... GWWNWVRQAPGKGLEWIAEIYH. ..
4 SNN....YYWGWIRQPPGKGLEWIGS I YH. . .
VL aleatoria

k1 R. ... .. NSLAWYQQKPGEAPKLLIYL ..., ..
k1 S...... RAIVWYQQKPGTVPKFLIYG.
k1 AL ... L. RYLNWYQQKPGKAPNLLIYD. . . ..
k1 S.. .. .. SYLNWYQQKPGKAPKLLIYA . . . ..
k1 S. ... .. KYINWYQQKPGKAPNLLIYD. . ...
k1 T. ... .. NYLNWYQQKPGKAPNLLIFD. .. . .
k1 Ss. ... .. NYLNWYQQKPGKAPKLLIYD.
k1 T. ... ... LLVWYQQRPGEAPTLLIYT. . ...
k1 S. ... .. KYVNWYQQRPGRAPQLLVYV . . ...
k1 R. ... .. NHLNWYQQRLGKAPKLLIYD. . . ..
k1 S..... SSSLAWYQQKPGQAPSLLIHG. . ...
k2 LHS . NGHNYLDWYLQKPGQSPHLLIYL. ..

k2 LYT.NGYNYLDWYLQKPGQSPEVLIYL. ...
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Tabla 3 (continuacion): Alineamiento de miembros aleatorios de biblioteca

VL aleatoria
k3
k3
k3
k3
k4
k4
k4
1
12
I3

AHo GO B aG 3SR YIS LASIBBLBR85E3
S. .. .. GSHLAWFQQRPGQAPRLLIHS.
N..... INSLAWYQQKPGQAPRLLIYG.

T. . .SSHLGWYQQNLGQAPRLLIYG.
S......DKVARYQHKPGQAPSLLIHG.
LYSINNKNYLAWYQHRPGQPPRLLIYW. .. ..
LYSSNNYNYLAWYQQKPGQPPKLLIYW. . ...
SSRSKNRNYLTWYQHKPGQPPKVLIYW. .. ..
l...GT.NSVNWYQQVPGGAPKLLIFA.
V...GTLKYVSWYQQHPGKAPKLMIYE. .. ..
Il .. .GN.NYVSWYQQVPGTAPKLLISD.

V.

13

. TRGYYPTWFQQKPGQTPRSLIYS
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Tabla 3 (continuacion): Alineamiento de miembros aleatorios de biblioteca

AHO SO NMTNONROMO ~ O WD W~ 0o M
DU OWOONMNMNMcMMNMNMNSNSOO OO

VH aleatoria

1a
1a
1a
ib
1b
1b
1b
1b

— b e ek
hhhh&thmwouagqvg

VL aleatoria
k1
k1
k1
k1
k1
k1
k1
k1
k1
k1
k1
k2
k2

=+
o o

I FGSANYAQKFRGRVRVSADESTSTAYMELSS
IFGSAKYAQKFQARVTIIADKSTSTAYMELTS
MYGTSNNAQKFQGRVSITADTSTNTAYLELSS
ITGDTGYAQKFQGRVTLTRDTSIRTAYMKLSS
KSGNTGYAQKFQGRATMTCDTATNTAYMELTN
SGSTN . YAQKFQGRI TMTRDKSTSTVFLELKT
DDADPLYAQTFQGRVTVTEDPSTDTASLELSN
SDSYINYSPSFQGHITISHDKS I STAYLQWSS
SDSDTRYSPSFQGHVTISVDKSSSTAYLQWSS
TDSEVNYSPSFQGHVTISVDKSIDTAFLQWSS
GDSETRYSPSFQGQVTISADKSINTAHLQWSS
| FGSPNYAENFEGKISITADESTVTVFLELSS
EGGAIDYAAPVEGRFTISRDDSENKVYLQMNS
DAGTIDYAAPVKGRFTISRDDSKNTLYLQMNS
. . STIYLADSVKGRFTISRDDAQNSVYLQMDS
.AGDTYYPGSVKGRFTMSREKARNSLYLQMNS
.GGSTYYGDSVKGRFSMSRDTSKNTLFLQMDR
. SGATYYNPSLKSRVTISVDTSKNQFSLNLSP
TGTTTYYNPTLESRVTISLDTAKNQFSLKLSS
-.SGGTHYNPSLQSRVTISLDTSKNQFSLRLFS
.TGSTNYNPSLKSRVTLTVDESKSQFSLKLMS
.SGSTHYNPSLKSRVTLTVDKSNNSFSLRLTS
.SGNTHYNPSLKSRVTISVDTSKNQFSLKLTS

. . ASTLQTGVPSRFSGSGSG. . TEFTLTISG
.ASTSQSGVPSRFSGSGSG. .TEFTLTISS
.. ATTLRGGVPSRFSASGSG. . TDFTLTISS
.. ASSLQSGVPSRFSGSGSG. . TDFTLTISS
. ASNLQSGVPSRFSGSGSG. . TDFTLTISS
. TSSLQSGVPSRFSGSGSG. . TDFTLTISS

i
I
I
|
|
. i
. ASHLETGVPSRFTGSGSG. .TDFTLTISS
I
1
I
|
|
i

.ASNLQTGVPSRFSGSGSG. . TDFTLTISN

. . ATNLPWGVPSRFSGSGSG. . TDFALTIDN
.. .ASTLETGVPSRFSGSGSG. . TSFTFTISS
.. TSSRATGIPDRFSGSGSG. . TDFTLTISR
.GSNRASGVPDRVGGSGSG. . THFTLNISR
.. GSKRASGVPDRISGSGSG. . TDFTLTISR
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Tabla 3 (continuacion): Alineamiento de miembros aleatorios de biblioteca

AHo T VOO DO TN T WIN0 OO — Njm <t
COOOOOM~MNSMSMRMSRM=RI-M~ 0 0 0o o

random VL
k3
k3
k3
k3
k4
k4
k4
1
12
13
13

.. ASSRATGIPDRFSGSGSG. .
. . APSRATGIPDRFSGSGSG. .
.. TSNRATGIPDRFSGSGSG. .
. . VSTRATDVPDRFSGSGSG.
.SSTRESGVPDRFSGSGSG.
. . ASTRESGVPDRFSGSGSG. .
. ASTRESGVPDRFSGSGSG. .
..NNERASGVPDRFSGSKSG.
.. .VSNRPSGVPDRFSGSKSG.
.. NDKRPSGIPDRFSGSKSG.
. ARNKHSWTPARFSGSLLG. .

TDFTLTISR
TDFTLTISR
.TEFTLTI1SS
.TDFTLTISS
TDFTLTISS
TDFTLTISS
.TSASLAISG
. NTASLTISG

.TSATLGITG

DKAALTLSG
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Tabla 3 (continuacion): Alineamiento de miembros aleatorios de biblioteca

OO0 o
AHo § 53385
— T

VH aleatoria
1a
1a
1a
1b
1b
1b
ib
1b

ABAAABRAMQUWWWI ST O

VL aleatoria
ki
k1
k1
k1
k1
k1
k1
k1
k1
k1
k1
k2
k2

118
119
120
121
122
123
124
125
126
127

TN ORIIDO=NO T WD W~
O00OoODOrrrerT—rTr
—r Tl T T T T

102
103

LRSDDTAVYYCARDPGRSGYDLVGW. . . .
LRSEDTAVYYCAWGPMLYGGSCY . . . . .. R
LTFEDTAVYYCARRGTNSL . ... .. ... ....
LRSEDTGVYYCVRVAMRGANYDT . . . . .. ..
LRSDDTAVYYCARQFKGNGWYESY . . ... ...
LSPNDTAVYYCATGRGGYIVNA. .. ... ... .
LTSEDTGVYYCATTSTGYDVGA . . . ... .. ..
LKASDTAMYYCAGREFSAYDSM. . . ... ...
LKASDTATYYCARRGKDYDGHHG . . . . . .
LKASDTAIYYCARRNEDLRYNYG. ... .. . e
LKPSDTAMYYCARPGSAG . . . . ... ... ....
LRSEDTAIYYCASAPGGVTVPGATREAS . . . .
LKTEDTAVYYCSVGLGKTD . . ... ... .....
LKTEDTAVYYCTNILRAGPLGDS . . . ... ...
LRAEDTAVYYCARGFLLSTTWYY . . . ... ...
LRAGDTAVYYCATGT . . . . . . . . ... ...
LRGDDTAIYYCARFGNLGIGA . ... .... .
VTAADTAVYYCARFDQSSGRL . ... .......
VTAADTAVYYCARADKSGYSL. ... .......
GTAADTAVYYCARIGAGYGGNPYEAWY . . . ..
VTAADTAVYYCARVNPRDPSGWFH. .. . .. ..
VTAADTAVYYCAKSAGYSYAP. .. ... ..
VTAADTAVYYCARDDFFGSGTYFGG . . ..

LQPEDCATYYCQQLNSH. ... ... ...... ..
LQPQDFATYYCQHVHSH. . . .. ... ... . ...
LQPEDFATYYCLQDYGY . . . . . . . ... .. ...
LQPEDFATYYCQQSYST. .. ........ .o
LQPEDFATYYCQQTYNT . .. .. ... ... ...
LQPEDFATYYCQQSYST. .. .. ... ... ...
LQPEDIATYYCQQFDN. . .. .. ... ... ...
LQPEDFATYYCQQSYST. .. ........ ..
VQPEDFATYYCQQMYETP . . .. ... .. ... .
LQPEDIATYYCQVYRDL . . . .. ... .. ....
LEPEDFAVYYCQQYDS . ... . ... ......
VEAEDVGVYYCMQALQT. .. .. ......
VEAADVGVYYCMQGLQL . .. .. ... ...
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Tabla 3 (continuacion): Alineamiento de miembros aleatorios de biblioteca

AHo B G R S8 S|0 838 EEEIBETIRI22TR2ISANICLN
VL aleatoria

k3 LEPEDFAVYYCQQYGSSP. .. .. ... ... ..
k3 LESEDFAVYFCQQYTFS . . . ... ... .. ...
k3 VEPEDFAVYYCQQFDIS. ... .. ........
k3 VQSEDFAVYFCQQYNTWP. . . .. .. ... ...
k4 LQAEDVAVYYCQQYYDT . . . . . . . . .« . ... .
k4 LQAEDVAVYYCHQYYNT . . . . . . . . . ... ...
k4 LQAEDVALYYCQQYYS I . . . . . . . .. ..
" LQSEDEADYYCATWDDSLN. ... ... .. ...
12 LQAEDEADFYCTSYTSSS . . ... ... .. ...
13 LQTGDEADYYCGTWDISLS . . ... .. .. ... .
13 VQPEDEAEYYCLLHYAG . . . . .. . . ... .. ..
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Tabla 3 (continuacion): Alineamiento de miembros aleatorios de biblioteca

A OGO Mt
Ho SR & & e o
— T T T T T

VH aleatoria
1a
1a
1a
1b
1b
1b
1b
1b
1b
1b

-y
(=2

bbb b Db WwWWWWww

VL aleatoria
k1
k1
k1
k1
k1
k1
k1
k1
k1
k1
k1
k2
k2

135

mhmmnx—mmgmmhwm
) ey o F oF = <F <r|< < < = <
bt el ot sl sl nli sl sl et il

. . LDPWGQGTLVTVSS
.FDIWGQGTLVTVSS
. .PDSWGQGTLVTVSS
.SGLWGQGTLVTVSS

FKLWGQGTLVTVSS

. .FDIWGQGTTVTVSS
. . FDIWGQGTLVTVSS
.GDFWGQGTLVTVSS

.LDYWGQGTLVTVSS
.- MDVWGQGTLVTVSS
.LDSWGQGTLVTVSS

-------

.LESWGQGTLVTVSS

SDCWGQGTTVTVSS
FDYWGQGTLVTVSS

.FDSWGPGTTVTVSS

. MDVWGQGTLVTVSS
.FDAWGHGTTVTVSS

......

.GPGTTVTVSS

. .CDYWGQGTTVTVSS
.FDLWGRGTLVTVSS
.FDLWGQGTLVTVSS

.LDSWGLGTLVTVSS

.......

. AQYWGQGTLVTVSS

.PLTFGGGTHKVE | KR
.PLAFGGGTKLEIKR
. .PRTFGQETKVDIKR
. .PWTFGQGTKVE I KR
.PYTFGQGTKVD I KR
.RFTFGPGTKVDI KR
. . LNTFGQGTKVE I KR
.. PRTFGQGTKVE I KR
.GGSFGRGTKVE I KR
.LFTFGPGTKLE I KR
.SWTFGQGTKVD I KR
.PYTFGQGTKVDI KR
.PLTFGGGTKVD I KR

.....
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Tabla 3 (continuacion): Alineamiento de miembros aleatorios de biblioteca

AHo §RB5RE3388NB8352TeeNee
T T T YT e T ™
VL aleatoria

k3 .. ... ... RFTFGPGTKLEI KR
k3 ... ... .. SWTFGQGTKVDI KR
k3 .. .. ... PYTFALGPAGDQTW
k3 . ... ... PYTFGQGTKVDIKR
k4 e e e e e e PGTFGQGTKVDI KR
2 PQTFGQGTKLEI KR
k4 e e e e e e e PHTFGQGTKLE I KR
I AVLFGGGTKLTVL .
2 ... L. TYVFGPGTKVEI KR
B3 ..o AVVFGGGTKLDVL.
B3 ... IWVFGGGTKLTVL .
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Tabla 4:

Estadistica de la frecuencia de subgrupos de marcos de buen desempefio seleccionados en el sistema de control de
calidad (% de secuencias totales seleccionadas)

dominio VL VL seleccionada VL aleatoria
VL k1 52% 46%
VL x2 5% 8%
VL3 5% 17%
VL x4 0 12.5%
VL Al 19% 4%
VL A2 3% - 4%
VL A3 14% 8% .

dominio VH VH seleccionada VH aleatoria

VH 1b 19% - 39% .
VH la 9% 13%
VH 2 0 0
VH3 67% 22%
VH4 5% 26%
VHS>5 0 0%
VH6 0 0%
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Tabla 5: Secuencias del dominio VH y VL usadas para las nuevas combinaciones de
marcos

abb. origen subgrupo | secuencia de aminoacidos

1x | K127 Vkl | EIVMTQSPSTLSASVGDRVIITCRASQSISSW
LAWYQQKPGKAPKLLIYKASSLESGVPSRFS
GSGSGAEFTLTISSLQPDDFATYYCQQYKSY
WTFGQGTKLTVLG (Seq. Id. No. 1)

2x | KII25 Vil EIVLTQSPSSLSASVGDRVTLTCRASQGIRNE
LAWYQQRPGKAPKRLIYAGSILQSGVPSRFS
GSGSGTEFTLTISSLQPEDVAVYYCQQYYSL
PYMFGQGTKVDIKR (Seq. Id. No. 2)

3x | KIV103 Vi3 EIVMTQSPATLSVSPGESAAILSCRASQGVST
NVAWYQQEKPGQAPRLLIYGATTRASGVPA
RFSGSGSGTEFTLTINSLQSEDFAAYYCQQY
KHWPPWTFGQGTKVEIKR (Seq. Id. No.3)

4x | KIV107 Vil QSVLTQPPSVSAAPGQKVTISCSGSTSNIGDN
- YVSWYQQLPGTAPQLLIYDNTKRPSGIPDRF

SGSKSGTSATLGITGLQTGDEADYYCGTWD

SSLSGVVFGGGTKLTVLG (Seq. Id. No. 4)

5x | KIV135 Vk3 EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQTLTHY
LAWYQQKPGQAPRLLIYDTSKRATGVPARF
SGSGSGTDFTILTISSLEPEDSALYYCQQRNS
WPHTFGGGTKLEIKR (Seq. Id. No. 5)

6.x A43 VA3 SYVLTQPPSVSVAPGQTATVTCGGNNIGSKS
' VHWYQQKPGQAPVLVVYDDSDRPSGIPERF
SGSNSGNTATLTIRRVEAGDEADYYCQVWD
SSSDHNVFGSGTKVEIKR (Seq. Id. No. 6)

Tx A33 VA3 LPVLTQPPSVSVAPGQTARISCGGNNIETISV
HWYQQKPGQAPVLVVSDDSVRPSGIPERFS
GSNSGNTATLTISRVEAGDEADYYCQVWDS
SSDYVVFGGGTKLTVLG (Seq. Id. No. 7)
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Tabla 5 (continuacion)

<1 Add VH3 | QVQLVQSGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTF
SSYAMSWVRQAPGKGLEWVSAISGSGGST
YYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLR

AEDTAVYYCAAHVLRFLEWLPDAFDIWG

QGTLVTVSS (Seq. Id. No. 8)

x2 | Afwl0 | VH3 | EIVLTQSPSSLSASLGDRVTITCRASQSISSY
LNWYQQKPGKAPKLLIY AASSSQSGVPSR
FRGSESGTDFTLTISNLQPEDFATYYCQQS
YRTPFTFGPGTKVEIKR (Seq. Id. No. 9)

x3 | A33 VHIb | VQLVQSGAEVKKPGASVKVSCTASGYSFT
GYFLHWVRQAPGQGLEWMGRINPDSGDTI
YAQKFQDRVTLTRDTSIGTVYMELTSLTSD
DTAVYYCARVPRGTYLDPWDYFDYWGQ
GTLVTVSS (Seq. Id. No. 10)

x4 | A43 VH3 | EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFS
: SYAMSWVRQAPGKGLEWVSAISGSGGST
YYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLR |,
q - AEDTAWYCAKDAGMVAGIGFDYWGQG
1o _ TLVTVSS (Seq. Id. No. 11) .
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