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DESCRIPCION
Una coleccion de secuencias de anticuerpos y su uso
REFERENCIA CRUZADA

Esta solicitud reivindica el beneficio de la solicitud provisional de EE.UU. con nimero de serie 61/494.452 presenta-
da el 8 de junio de 2011, y la solicitud provisional de EE.UU. con numero de serie 61/415.367 presentada el 19 de
noviembre de 2010, las cuales se incorporan ambas como referencia en su totalidad.

LISTADO DE SECUENCIAS

La presente solicitud contiene una Lista de Secuencias que se ha presentado en formato ASCII a través de EFS-
Web y se incorpora en este documento como referencia en su totalidad. Dicha copia ASCII, creada el 15 de febrero
de 2011, se denomina MS130US.txt y tiene 229.568 bytes de tamafio.

ANTECEDENTES

Los avances en el desarrollo farmacéutico, especialmente en el campo de los anticuerpos terapéuticos, estan permi-
tiendo y/o mejorando rapidamente el tratamiento de muchas enfermedades. Estos avances con los que se alcanzan
nuevas areas como meta y proporcionan nuevos mecanismos de accion, estan mejorando cada vez mas la calidad
de vida de pacientes, incluso con las enfermedades mas graves y problematicas. Uno de los retos del sistema de
atencion sanitaria en general y de los pacientes en particular, es que los costes de nuevos farmacos, facilitados por
estos avances farmacéuticos, también se incrementan rapidamente. Los costes elevados son el resultado de las
inversiones necesarias para el desarrollo de productos farmacéuticos, especialmente de anticuerpos, que actual-
mente superan los mil millones de ddlares por producto comercializado. El alto riesgo de fracaso en el desarrollo y
los plazos de desarrollo muy largos hacen que estas inversiones sean inevitables. Puede durar mas de quince afios
desde el momento de la identificacion de un anticuerpo terapéutico potencial hasta que llega al mercado y puede
beneficiar a los pacientes. Cada etapa del desarrollo, desde la identificacién, la preclinica, la clinica hasta su intro-
duccién en el mercado, esta plagada de desafios y riesgos. Las compafiias farmacéuticas estan haciendo calculos
constantemente para determinar como reducir los costes del desarrollo mediante la reduccién de plazos y los ries-
gos de fracaso, con el fin de obtener los medicamentos mas eficaces para ponerlos a disposicion de pacientes de
forma rapida.

La siguiente descripcion proporciona un avance considerable que permite una identificacion mas rapida de los anti-
cuerpos terapéuticos 6ptimos para el tratamiento de cualquier enfermedad. Los candidatos para anticuerpos terap-
éuticos deben cumplir una serie de criterios de desarrollo con el fin de llegar al mercado, como por ejemplo, una
estabilidad a largo plazo, una tendencia baja a la agregacion y rendimientos elevados de la expresion. El avance
descrito incrementa la probabilidad y la velocidad para identificar un anticuerpo que puede cumplir con todos los
criterios de desarrollo rigurosos, exactamente desde el principio. El anticuerpo resultante sera menos costoso de
producir y sera eficaz y seguro en el tratamiento de numerosas enfermedades.

Un método bien conocido para la identificacion de anticuerpos terapéuticos es a través del uso de tecnologia de
presentacion en fagos. La presentacion en fagos utiliza particulas similares a virus que se cultivan en bacterias para
presentar anticuerpos. Una ventaja de esta tecnologia es que las genotecas usadas son enormes, con hasta 1 X
10" anticuerpos, en las que rapidamente se puede someter a ensayo la unién a cualquier diana relevante para cual-
quier enfermedad. Véase, por ejemplo, Knappik et al., (2000), "Fully synthetic human combinatorial antibody libraries
(HuCAL) based on modular consensus frameworks and CDRs randomized with trinucleotides," J. Mol. Biol. 11;
296(1):57-86, y el documento de patente de EE.UU. nimero 6.300.064, ambos incorporados como referencia en su
totalidad. El beneficio de trabajar con una cantidad tan grande es que el resultado de un escrutinio en busca de una
diana puede dar como resultado cientos de anticuerpos que se unen a la diana terapéutica, pudiendo ser todos ellos
terapéuticamente relevantes. Un problema, sin embargo, es que frecuentemente solo unos pocos de estos anticuer-
pos se pueden desarrollar, es decir, pueden satisfacer todos los criterios rigurosos requeridos con el fin de que lle-
guen al mercado.

Para que en una nueva coleccién de presentacion en fagos disminuyan rapidamente los tiempos de identificacion y
se reduzcan los riesgos inherentes, la coleccion deberia comprender anticuerpos con propiedades que son necesa-
rias para la seleccion y el desarrollo clinico y que daran como resultado un tratamiento seguro y eficaz en los pacien-
tes. Tales propiedades incluyen: 1) tasas de presentacion en fagos elevadas, de modo que todos y cada uno de los
anticuerpos de la coleccion se pueden someter a ensayo frente a la diana de interés; 2) niveles de expresion eleva-
dos en ambos formatos Fab e IgG1, de manera que el anticuerpo o un fragmento se pueden reproducir de manera
eficaz en la cantidad necesaria; 3) estabilidad térmica elevada en ambos formatos Fab e IgG1, para asegurar una
integridad estructural y funcional de las moléculas administradas a los pacientes; 4) estabilidad en suero elevada en
ambos formatos Fab e IgG1, de manera que el anticuerpo muestra una semivida incrementada y una actividad pro-
longada; 5) alto contenido monomérico (% de mondmero) como se determina por cromatografia de exclusion por
tamario (SEC) en ambos formatos Fab e IgG1, ya que esto significa una baja propensién a la agregacion; 6) punto
isoeléctrico (pi) elevado en el formato IgG1; 7) estabilidad térmica elevada en los formatos Fab e IgG1 antes y des-
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pués de la exposicion a un acido; 8) baja turbidez en los formatos Fab o IgG1 antes y después de la exposicion a un
acido; 9) radio molecular y % de polidispersidad estables antes y después de la exposicion a acido; 10) bajo riesgo
de inmunogenicidad, lo que aumenta la seguridad, y/o 11) una gran diversidad, de modo que una coleccion se pue-
de utilizar para identificar muchos anticuerpos contra cualquier diana terapéutica.

Una coleccioén, que de manera esencial imita al sistema inmune humano, deberia ser muy valiosa o incluso la solu-
cion optima. El sistema inmune humano esta compuesto por anticuerpos codificados por genes de la linea germinal.
Los anticuerpos comprenden, en parte, una cadena pesada variable y cadenas ligeras variables. Hay aproximada-
mente 50 genes de la linea germinal de la cadena pesada variable y aproximadamente 50 genes de la linea germi-
nal de la cadena ligera variable, proporcionando de forma combinada aproximadamente 2500 combinaciones de
parejas diferentes de cadena pesada y ligera variable. En los seres humanos, se cree que se producen todas las
2500 combinaciones. Sin embargo, se ha descubierto, que ciertas cadenas pesadas variables, ciertas cadenas lige-
ras variables y/o combinaciones (parejas) de cadenas pesadas y ligeras variables, estan presentes a un nivel mas
elevado que otras. Se planted la hipétesis de que debia haber alguna razén por la que algunas estan mas presentes
que otras v, si era asi, los genes de la linea germinal mas presentes pueden tener propiedades funcionales favora-
bles. Por lo tanto, una forma de proporcionar una coleccién de anticuerpos que tengan propiedades funcionales
favorables, es generar una coleccion que comprenda la cadena pesada variable, la cadena ligera variable y/o las
parejas de la cadena pesada variable y la cadena ligera variable abundantes presentes en el repertorio inmune
humano.

Ademas, se cree que las secuencias de genes de la linea germinal presentes en los seres humanos tienen una
inmunogenicidad muy baja, por razones obvias, por lo tanto esas secuencias se pueden imitar en anticuerpos re-
combinantes con el fin de reducir el riesgo de inmunogenicidad.

Se han llevado a cabo estrategias para evaluar los emparejamientos de genes de la linea germinal de la cadena
pesada y ligera variable, prevalentes en el repertorio inmune humano. Véase, de Wildt et al., Analysis of heavy and
light chain pairings indicates that receptor editing shapes the human antibody repertoire, J Mol Biol. 22; 285(3):895-
901 (enero de 1999), que se incorpora como referencia en su totalidad. Wildt et al. tomaron muestras de sangre
procedentes de donantes humanos, clasificaron los linfocitos B + IgG que se habian sometido a hipermutacion
somatica, amplificaron mediante PCR los ADNc, secuenciaron cada ADNc y alinearon cada secuencia con los genes
conocidos de la linea germinal del dominio variable humano. Wildt et al. observaron que solo unos pocos genes de
la linea germinal dominaban el repertorio inmune y que los segmentos de genes de la cadena pesada y ligera fre-
cuentes, se emparejan con frecuencia.

También se han llevado a cabo intentos de mantener los emparejamientos del dominio variable de la cadena pesada
y ligera de linfocitos B individuales. Por ejemplo, se han descrito genotecas de "parejas analogas" de dominio varia-
ble. Véase Meijer et al., Isolation of human antibody repertoires with preservation of the natural heavy and light chain
pairing, J Mol Biol., 358(3):764-72 (5 de Mayo 2006); y el documento W02005042774, que se incorporan ambos
como referencia en su totalidad. Genotecas de acuerdo con las técnicas descritas en Meijer et al. se han generado a
partir de linfocitos B individuales procedentes de un hospedador inmunizado. Generalmente, los linfocitos B estan
clasificados mediante FACS de modo que se seleccionan los linfocitos B cD3s™, que representan células hipermu-
tadas somaticamente, sus ADNc se amplifican por PCR, y los productos génicos de anticuerpos se insertan en vec-
tores Fab para una seleccion. Tales genotecas de parejas analogas no dejan de tener sus limitaciones. Por ejemplo,
los hospedadores que proporcionan los linfocitos B, tipicamente estan inmunizados; y las poblaciones de linfocitos B
clasificadas se han hipermutado, por lo tanto, las genotecas resultantes estan sesgadas frente a un inmundégeno
particular.

Ademas, se han llevado a cabo intentos de utilizar una cadena pesada variable o cadenas ligeras variables destaca-
das para generar una coleccion. Por ejemplo, en Shi et al., “De Novo Selection of High-Affinity Antibodies from Synt-
hetic Fab Libraries Displayed on Phage as plX Fusion Proteins”; J Mol Biol., 397(2):385-96 (26 de marzo de 2010) y
el documento de la solicitud de patente respectiva W02009085462; y WO2006014498, que se incorporan como
referencias en su totalidad. Aqui, las secuencias de proteinas de la linea germinal de la cadena pesada variable o la
cadena ligera variable se incorporaron en genotecas basandose en su frecuencia de uso en el repertorio inmune
humano.

También se han llevado a cabo intentos adicionales, que incorporan una pareja especifica de la linea germinal en
una coleccion. Por ejemplo, el documento WO1999020749, que se incorpora como referencia en su totalidad, des-
cribe una coleccion en la que sus miembros comprenden cadenas pesadas que tienen la estructura canénica de un
bucle hipervariable codificado por el segmento génico de la cadena pesada de la linea germinal humana DP-47
(IGHV3-23) y/o regiones estructurales codificadas por el gen de la linea germinal, y/o cadenas ligeras que tienen la
estructura canénica de un bucle hipervariable codificado por el segmento génico de la cadena ligera de la linea ger-
minal humana 02/012 (IGKV1-39/1 D-39) y/o regiones estructurales codificadas por el gen de la linea germinal.

Otras metodologias han generado genotecas directamente a partir de linfocitos B o derivadas de los mismos. Por
ejemplo, en Glanville et al., Precise Determination of the Diversity of a Combinatorial Antibody Library Gives Insight
into the Human Immunoglobulin Repertoire, Proc Natl Acad Sci 1; 106(48):20216-21 (diciembre de 2009), que se
incorpora como referencia en su totalidad, se describe una coleccién de anticuerpos construida a partir de la diversi-
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dad de repertorios de inmunoglobulina M (IgM) de 654 donantes humanos. Especificamente, los ADNc del gen V de
la cadena pesada y ligera procedentes de 654 donantes humanos, se amplificaron por separado mediante PCR
(separando la pareja de la cadena pesada y ligera variable) y los dominios de la cadena pesada y ligera se reasocia-
ron a continuacioén aleatoriamente. El documento W02003052416, que se incorpora como referencia en su totalidad,
describe también el aislamiento de linfocitos B a partir de un hospedador que muestra una respuesta pronunciada
frente a un agente patégeno de interés, ya sea como resultado de una infecciéon con un microorganismo o del trata-
miento con una vacuna. En el documento W02003052416, el ADNc que codifica la region CDR3 de las regiones
variables se secuencio y se disefiaron fragmentos de anticuerpos que comprendian las CDR3s dominantes. El do-
cumento W02009100896, que se incorpora como referencia en su totalidad, describe el aislamiento de linfocitos B a
partir de un hospedador inmunizado, en donde se secuenciaron los ADNc que codificaban las regiones de la cadena
pesada vy ligera variable y se determind la abundancia de las secuencias de la cadena pesada variable y ligera va-
riable sin emparejar. En el documento W0O2009100896 se sintetizaron genotecas que comprendian las cadenas
ligeras variables y pesadas y variables, recombinadas aleatoriamente, en donde los anticuerpos eran especificos de
un inmundégeno. Un resumen de estas metodologias y de otras adicionales se encuentra en Fuh et al., Synthetic
antibodies as therapeutics, Expert Opin Biol Ther. 7(1):73-87 (enero de 2007), que se incorpora como referencia en
su totalidad.

Por lo tanto, existe una gran necesidad de una coleccion de anticuerpos o de fragmentos de los mismos que incor-
pore las parejas de genes de la cadena pesada variable y ligera variable, presentes en el repertorio inmune humano
que tienen propiedades biofisicas favorables, relevantes para el desarrollo, excluyendo al mismo tiempo las parejas
que existen en la naturaleza pero que no tienen esas propiedades biofisicas. Estas y otras necesidades se satisfa-
cen por medio de la presente invencion.

COMPENDIO

La presente descripcion proporciona una solucion valiosa para el problema de identificar de manera eficaz anticuer-
pos o fragmentos de anticuerpos contra cualquier antigeno, que se puedan desarrollar y sean seguros y eficaces en
los pacientes. En su sentido mas general, los inventores comenzaron con la idea de que una coleccién de anticuer-
pos que imita el sistema inmune humano de forma esencial, puede ser ventajosa. Por un lado, los inventores deci-
dieron imitar el sistema inmune humano incorporando en anticuerpos las secuencias 6ptimas de genes de la linea
germinal o porciones de las mismas, procedentes del repertorio inmune humano. Para ello, en algunas realizacio-
nes, los anticuerpos de la coleccién comprenden porciones, por ejemplo, regiones estructurales que son por la se-
cuencia de la linea germinal. Empleando las secuencias de la linea germinal, el riesgo de inmunogenicidad de los
anticuerpos recombinantes para uso terapéutico en pacientes deberia disminuir radicalmente.

Ademas, los inventores trabajaron basandose en su hipotesis de que las parejas de genes de la linea germinal de la
cadena pesada variable y la cadena ligera variable, abundantes en el repertorio inmune humano, tienen probable-
mente propiedades biofisicas favorables que conducirian a un desarrollo clinico mas eficaz y aumentarian la seguri-
dad y la eficacia de los anticuerpos resultantes en los pacientes. Como antecedente, cada linfocito B codifica un
anticuerpo, y cada anticuerpo comprende una cadena pesada variable y una cadena ligera variable. Cada cadena
pesada variable y cada cadena ligera variable de un anticuerpo se puede alinear con secuencias de la linea germinal
con el fin de determinar el origen del anticuerpo, es decir, a partir de qué gen de la linea germinal se ha codificado la
cadena pesada variable y la cadena ligera variable. Por lo tanto, para cada anticuerpo, la cadena pesada variable y
la cadena ligera variable comprenden una pareja de genes de la linea germinal o una pareja de proteinas de la linea
germinal, por ejemplo, VH3-23 se empareja con VK1-5.

Con el fin de comprobar la hipotesis de que las parejas de genes destacadas de la linea germinal tienen probable-
mente propiedades biofisicas favorables, la primera etapa fue identificar las parejas de genes de la linea germinal de
la cadena pesada variable y la cadena ligera variable, prominentes en el repertorio inmune humano. Esto se hizo
investigando exhaustivamente las publicaciones disponibles publicamente y mediante el muestreo de linfocitos B
procedentes de un hospedador humano. Como siguiente etapa, estos datos se agruparon, se analizaron y las pare-
jas de la linea germinal de la cadena pesada variable y la cadena ligera variable presentes en el repertorio inmune
humano, se clasificaron en funcion de su incidencia. A partir de esos datos era evidente que ciertas parejas de ge-
nes de la linea germinal de la cadena pesada variable y la cadena ligera variable estaban presentes con mayor fre-
cuencia que otras en el repertorio inmune humano.

Como etapa siguiente, habia que determinar qué parejas de proteinas de la linea germinal se iban a someter a en-
sayo para estudiar las propiedades funcionales relevantes para el desarrollo, ya que existen ~2500 parejas en el
repertorio inmune humano, se prefiere no someter a ensayo cada una. Una forma seria someter a ensayo las pare-
jas de proteinas de la linea germinal de la cadena pesada variable y la cadena ligera variable que aparecen con mas
prominencia en el repertorio inmune humano, por ejemplo, véase la Tabla 6. Se podrian seleccionar, por ejemplo,
las mejores cuatrocientos parejas para las pruebas o seleccionar las parejas de genes de la linea germinal de la
cadena pesada variable y la cadena ligera variable presentes en cierta cantidad umbral o por encima de cierto um-
bral. Esta metodologia requeriria la sintesis y someter a ensayo un nimero muy grande de secuencias de parejas de
proteinas de la linea germinal de la cadena pesada variable y la cadena ligera variable; por lo tanto, esta metodolog-
ia puede no ser muy eficaz.
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Como metodologia alternativa, los inventores seleccionaron un subconjunto de las parejas de la linea germinal de la
cadena pesada variable y la cadena ligera variable que era representativo, reproducia con precision o incluia la
mayoria de las parejas prominentes procedentes del repertorio inmune humano. Esta metodologia se basaba, en
parte, en la observacion de que un pequefio numero de genes (no emparejados) de la linea germinal de la cadena
pesada, la cadena ligera Kk variable y la cadena ligera A variable, son dominantes en el repertorio inmune humano.
Wildt et al. en las paginas 895-896 describen este fendmeno. Wildt et al. también establecen que los segmentos de
genes de la cadena pesada y ligera frecuentes, estan emparejados con frecuencia, y observaron que la mitad de los
emparejamientos sometidos a ensayo se correspondia solo con cinco parejas de la linea germinal. Por lo tanto, un
pequefio niumero de genes (no emparejados) prominentes de la linea germinal de la cadena pesada vy ligera, se
puede combinar para generar un grupo de parejas de la cadena pesada y ligera que son representativas del reperto-
rio inmune humano.

Esta metodologia se llevo a cabo de la siguiente manera. Los datos que mostraban las parejas de VH o VL ligadas,
véase, por ejemplo, la Tabla 6, y los datos que identifican la presencia de cadenas VH o VL sin ligar, véase, por
ejemplo, el Ejemplo 3 y la Tabla 5, se analizaron para determinar los genes (no emparejados) de la linea germinal de
la cadena pesada variable, la cadena ligera k variable y la cadena ligera A variable que eran prominentes en el reper-
torio inmune humano.

Como siguiente etapa, las secuencias (no emparejadas) de proteinas de la linea germinal de la cadena pesada
variable, la cadena ligera Kk variable y la cadena ligera A variable se evaluaron para determinar sus propiedades bio-
fisicas relevantes para el desarrollo, véase el Ejemplo 4. Las secuencias de proteinas de la linea germinal de la
cadena pesada variable, la cadena ligera Kk variable y la cadena ligera A variable se evaluaron in silico para estudiar
las siguientes propiedades: (i) la longitud de las CDRs, (ii) el punto isoeléctrico (pl) (el punto isoeléctrico preferido es
7,5 o superior ya que deberia proporcionar estabilidad en un tampoén de formulacién ligeramente acido), (iii) sitios
potenciales para sitios de modificaciones postraduccionales (PTMs) (especificamente, sitios de glicosilacion ligados
a N (NxS o NxT) o modificaciones quimicas tales como la escisién de Asp (frecuentemente en un DP o DQ), (iv) la
isomerizacion de Asp (DD, DG), (v) la desamidacion (NS, NG) que puede tener lugar in vivo (en suero) o después de
un almacenamiento en tampoén de formulacién y conduce a la pérdida de unién del antigeno), (vi) la presencia de
metioninas en las CDRs (pueden tener una tendencia a oxidarse cuando se exponen a un disolvente), (vii) la pre-
sencia de cisteinas no apareadas (formaran enlaces disulfuro con cualquier otra cisteina no apareada, lo que condu-
cira a una reticulacion de las proteinas y/o a niveles de expresion mas bajos), (viii) desviaciones de la linea germinal,
(ix) la presencia de posibles epitopos de linfocitos T, y (x) la tendencia a una agregacion tedrica.

Como siguiente etapa, las secuencias de proteinas de la linea germinal de la cadena pesada variable, la cadena
ligera k variable y la cadena ligera A variable que tenian caracteristicas biofisicas favorables in silico, se combinaron
para formar parejas de cadena pesada variable y cadena ligera variable. Como se muestra en la Tabla 5 y las Figu-
ras 2-3, en general, se seleccionaron las 20 mejores VH, las 8 mejores VA y las 12 mejores VK para la sintesis, la
combinacioén y el analisis funcional subsiguiente. Las secuencias de genes de la linea germinal se sintetizaron y
después se combinaron con el fin de generar 400 parejas de proteinas de la linea germinal (20VH X 20VL) que son
representativas de reproducir con precision o incluir la mayoria de las parejas prominentes del repertorio inmune
humano, como se muestra en la Tabla 6. Esta se realizé6 mediante una sintesis de los genes de la linea germinal de
la cadena pesada y ligera variables, combinandolos en parejas, expresando las parejas como proteina (parejas de
proteinas de la linea germinal) y sometiendo a ensayo cada una para identificar sus propiedades biofisicas. Se ana-
lizaron las siguientes propiedades: (i) la tasa de presentacion relativa en fagos en el formato Fab, (ii) el nivel de ex-
presion relativa en el formato Fab, por ejemplo, en E. coli; (iii) la estabilidad térmica en el formato Fab; (iv) la estabi-
lidad en suero bovino o de raton en el formato Fab; (v) el nivel de expresion relativa en el formato IgG1; y (vi) la
estabilidad en suero bovino en el formato IgG1.

Someter a ensayo las 400 parejas de proteinas de la linea germinal para la presentacion, la expresion, la estabilidad
térmica y en suero, fue como un filtro preliminar para eliminar las parejas de proteinas de la linea germinal que, a
pesar de que existen en la naturaleza, no tienen propiedades biofisicas que se consideran favorables para un desa-
rrollo terapéutico. El objetivo era seleccionar un subgrupo de parejas de proteinas de la linea germinal que tenian
caracteristicas de capacidad de desarrollo favorables, mientras que al mismo tiempo conservaban un alto nivel de
diversidad dentro de una coleccién, de modo que la coleccion se podia utilizar para identificar candidatos con capa-
cidad de desarrollo contra cualquier antigeno. La Tabla 12 muestra ~60 parejas de proteinas de la linea germinal en
negrita y subrayadas que alcanzaban los umbrales de una realizacion de la descripcién. La Tabla 12 se dio a cono-
cer anteriormente en el documento W02010/136598 (MorphoSys AG), que reivindica el beneficio de 61/182.350 y
61/299.401, que se incorporan como referencia en su totalidad.

De las 400 parejas de proteinas de la linea germinal sometidas a ensayo (resultados mostrados en la Tabla 12), 95
fueron seleccionadas para una prueba adicional. De las 95 parejas de proteinas de la linea germinal seleccionadas
para la prueba adicional, algunas fueron elegidas porque cumplian los criterios anteriores, y era deseable analizarlas
adicionalmente. Otras fueron elegidas, a pesar de no alcanzar ciertos umbrales, de modo que esas parejas se pod-
ian volver a evaluar. Las 95 parejas de proteinas de la linea germinal que se muestran en las Figuras 16-24 se sinte-
tizaron, se expresaron, se purificaron y después se sometieron a ensayo tanto en formato IgG1 como Fab y para
estudiar lo siguiente a) expresion de Fab purificado en mg/L, b) contenido monomérico de Fab purificado (% de
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monomero), c) estabilidad térmica de Fab purificado, d) expresion de IgG1 purificada en mg/L, e) contenido mo-
nomeérico de IgG1 purificada (% de mondmero), f) estabilidad térmica de 1gG1 purificada, g) punto isoeléctrico de
IgG1 y h) prueba de estrés de IgG1 con exposicion al acido, incluyendo fluorometria de barrido diferencial (DSF),
absorcion, dispersion de luz dinamica y tincion de particulas. En las siguientes parejas de proteinas de la linea ger-
minal (54) se identificd que tenian una actividad funcional superior, relacionada con la capacidad de desarrollo (da-
tos mostrados en las Figuras 16-24). La invencion es una coleccion de anticuerpos sintéticos o fragmentos funciona-
les de los mismos, en donde al menos el 50% de los anticuerpos o los fragmentos funcionales comprende parejas
de la cadena pesada variable y la cadena ligera variable que consisten en secuencias de proteinas de la linea ger-
minal seleccionadas a partir de veinticinco o mas de las parejas de la cadena pesada variable y la cadena ligera
variable VH1-18 (SEQ ID NO: 204)/VK1-39 (SEQ ID NO: 236); VH1-18 (SEQ ID NO: 204)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238);
VH1-18 (SEQ ID NO: 204)/VK3-20 (SEQ ID NO: 239); VH1-46 (SEQ ID NO: 205)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH1-46
(SEQ ID NO: 205)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH1-46 (SEQ ID NO: 205)/VL3-21 (SEQ ID NO: 257); VH1-69*01
(SEQ ID NO: 206)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VK1-12 (SEQ ID NO: 233); VH3-07 (SEQ
ID NO: 207)/VK1-16 (SEQ ID NO: 234); VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VK1-27 (SEQ ID NO: 235); VH3-07 (SEQ ID NO:
207)/VK1-39 (SEQ ID NO: 236); VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH3-07 (SEQ ID NO:
207)/VL1-47 (SEQ ID NO: 251); VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH3-11 (SEQ ID NO:
208)/VK1-05 (SEQ ID NO: 230); VH3-11 (SEQ ID NO: 208)/VK1-39 (SEQ ID NO: 236); VH3-11 (SEQ ID NO:
208)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH3-11 (SEQ ID NO: 208)/VL1 -40 (SEQ ID NO: 250); VH3-11 (SEQ ID NO:
208)/VL1 -47 (SEQ ID NO: 251); VH3-11 (SEQ ID NO: 208)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH3-11 (SEQ ID NO:
208)/VL2-23 (SEQ ID NO: 255); VH3-15 (SEQ ID NO: 209)/VK1 -05 (SEQ ID NO: 230); VH3-15 (SEQ ID NO:
209)/VK1 -06 (SEQ ID NO: 231); VH3-15 (SEQ ID NO: 209)/VK1-12 (SEQ ID NO: 233); VH3-15 (SEQ ID NO:
209)/VK1-16 (SEQ ID NO: 234); VH3-15 (SEQ ID NO: 209)/VK1-27 (SEQ ID NO: 235); VH3-15 (SEQ ID NO:
209)/VK3-11 (SEQ ID NO: 237); VH3-15 (SEQ ID NO: 209)/VL1 -40 (SEQ ID NO: 250); VH3-15 (SEQ ID NO:
209)/VL1-47 (SEQ ID NO: 251); VH3-15 (SEQ ID NO: 209)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH3-15 (SEQ ID NO:
209)/VL2-14 (SEQ ID NO: 254); VH3-21 (SEQ ID NO: 210)/VK1-12 (SEQ ID NO: 233); VH3-21 (SEQ ID NO:
210)/VK1-27 (SEQ ID NO: 235); VH3-21 (SEQ ID NO: 210)/VL2-11 (SEQ ID NO: 253); VH3-23 (SEQ ID NO:
211)/VK1-39 (SEQ ID NO: 236); VH3-23 (SEQ ID NO: 211)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH3-23 (SEQ ID NO:
211)/VL2-23 (SEQ ID NO: 255); VH3-23 (SEQ ID NO: 211)/VL3-1 (SEQ ID NO: 256); VH3-30 (SEQ ID NO:
212)/VK3-20 (SEQ ID NO: 239); VH3-53 (SEQ ID NO: 213)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH3-53 (SEQ ID NO:
213)/VL2-11 (SEQ ID NO: 253); VH3-74 (SEQ ID NO: 214)/VK1-05 (SEQ ID NO: 230); VH3-74 (SEQ ID NO:
214)/VK1-06 (SEQ ID NO: 231); VH3-74 (SEQ ID NO: 214)/VK1-12 (SEQ ID NO: 233); VH3-74 (SEQ ID NO:
214)/VK1-27 (SEQ ID NO: 235); VH3-74 (SEQ ID NO: 214)/VK3-20 (SEQ ID NO: 239); VH3-74 (SEQ ID NO:
214)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH5-51 (SEQ ID NO: 215)/VK1 -39 (SEQ ID NO: 236); VH5-51 (SEQ ID NO:
215)/VL1 -40 (SEQ ID NO: 250); VH5-51 (SEQ ID NO: 215)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH6-1 (SEQ ID NO:
216)/VK1-09 (SEQ ID NO: 232); VH6-1 (SEQ ID NO: 216)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH6-1 (SEQ ID NO: 216)/VK3-
20 (SEQ ID NO: 239) y VH6-1 (SEQ ID NO: 216)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252). Especificamente, en esta realizacion,
las parejas de proteinas de la linea germinal (54) tenian valores umbrales en o por encima de los siguientes umbra-
les para cada criterio: a) rendimiento de la expresién Fab purificado (como se describe en el Ejemplo 9.1.1) de al
menos 2,5 mg/L; b) rendimiento de la expresion de IgG1 purificada (como se describe en el Ejemplo 9.2.1) de al
menos 30,0 mg/L; c) estabilidad térmica de Fab purificado (como se describe en el Ejemplo 9.1.2) de al menos 70°C;
d) estabilidad térmica de IgG1 purificada (como se describe en el Ejemplo 9.2.2) de al menos 73°C; e) contenido
monomeérico de Fab purificado (como se describe en el Ejemplo 9.1.3) de al menos 98%; y f) contenido monomérico
de IgG1 purificada (como se describe en el Ejemplo 9.2.3) de al menos 99%. Por lo tanto, las colecciones que com-
prenden cualquier valor de estas parejas de cadena pesada variable y cadena ligera variable, se podria utilizar para
identificar anticuerpos con capacidad de desarrollo o fragmentos de los mismos contra cualquier antigeno.

— == >TTTT

—

En comparacion con la Tabla 32 del documento WO2010/136598, la Tabla 32 muestra que solo 21 de las 54 parejas
tienen ciertas propiedades funcionales diferentes.

Las realizaciones de la presente invencion incluyen colecciones que comprenden un subconjunto de las parejas de
proteinas de la linea germinal anteriores (36 de las 54) que tienen una actividad funcional superior, relacionada con
la capacidad de desarrollo. En una realizacion, una coleccion comprende anticuerpos sintéticos o fragmentos funcio-
nales de los mismos, en donde los anticuerpos o fragmentos funcionales comprenden parejas de la cadena pesada
variable y la cadena ligera variable, en donde las regiones estructurales de las parejas de la cadena pesada variable
y la cadena ligera variable comprenden las secuencias de proteinas de la linea germinal de las parejas de la cadena
pesada variable y la cadena ligera variable VH1-18 (SEQ ID NO: 204)/VK3-20 (SEQ ID NO: 239); VH1-46 (SEQ ID
NO: 205)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH1-46 (SEQ ID NO: 205)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH1-69*01 (SEQ ID NO:
206)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VK1-12 (SEQ ID NO: 233); VH3-07 (SEQ ID NO:
207)/VK1-27 (SEQ ID NO: 235); VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH3-07 (SEQ ID NO:
207)/VL1-47 (SEQ ID NO: 251); VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH3-11 (SEQ ID NO:
208)/VL1-40 (SEQ ID NO: 250); VH3-11 (SEQ ID NO: 208)/VL1 -47 (SEQ ID NO: 251); VH3-11 (SEQ ID NO:
208)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH3-11 (SEQ ID NO: 208)/VL2-23 (SEQ ID NO: 255); VH3-15 (SEQ ID NO:
209)/VK1 -05 (SEQ ID NO: 230); VH3-15 (SEQ ID NO: 209)/VK1 -06 (SEQ ID NO: 231); VH3-15 (SEQ ID NO:
209)/VK1 -12 (SEQ ID NO: 233); VH3-15 (SEQ ID NO: 209)/VK1 -27 (SEQ ID NO: 235); VH3-15 (SEQ ID NO:
209)/VK3-11 (SEQ ID NO: 237); VH3-15 (SEQ ID NO: 209)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH3-21 (SEQ ID NO:
210)/VK1-12 (SEQ ID NO: 233); VH3-23 (SEQ ID NO: 211)/VK1-39 (SEQ ID NO: 236); VH3-23 (SEQ ID NO:
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211)/IVK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH3-23 (SEQ ID NO: 211)/VL2-23 (SEQ ID NO: 255); VH3-23 (SEQ ID NO:
211)/VL3-1 (SEQ ID NO: 256); VH3-53 (SEQ ID NO: 213)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH3-53 (SEQ ID NO:
213)/VL2-11 (SEQ ID NO: 253); VH3-74 (SEQ ID NO: 214)/VK1-05 (SEQ ID NO: 230); VH3-74 (SEQ ID NO:
214)/VK1-06 (SEQ ID NO: 231); VH3-74 (SEQ ID NO: 214)/VK1-12 (SEQ ID NO: 233); VH3-74 (SEQ ID NO:
214)/VK3-20 (SEQ ID NO: 239); VH5-51 (SEQ ID NO: 215)/VK1-39 (SEQ ID NO: 236); VH5-51 (SEQ ID NO:
215)/VL1-40 (SEQ ID NO: 250); VH5-51 (SEQ ID NO: 215)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH6-1 (SEQ ID NO:
216)/VK1-09 (SEQ ID NO: 232); VH6-1 (SEQ ID NO: 216)/VK3-20 (SEQ ID NO: 239) y VH6-1 (SEQ ID NO: 216)/VL1
-51 (SEQ ID NO: 252). En esta realizacion, el subconjunto de (36) parejas de proteinas de la linea germinal se se-
lecciona a partir de las 54 parejas de proteinas de la linea germinal basandose en los datos de la prueba de estrés.
Los datos de la prueba de estrés se identificaron usando los métodos descritos en los Ejemplos 9.2.5 (a-d), datos
que se muestran en las Figuras 19-24, los Ejemplo 9.2.6 (a-d), datos que se muestran en las Figuras 19-54 y en el
Ejemplo 9.2.7, puntuacidon que se muestra en las Figuras 55-60. La prueba de estrés evaluaba las 95 parejas de
proteinas de la linea germinal en formato IgG1, con el fin de determinar su capacidad para soportar la exposicion al
acido y la agitacion con perlas de vidrio. La capacidad de un anticuerpo para soportar la exposicion al acido es un
factor cada vez mas importante, ya que una etapa de la inactivacion de virus es estandar durante el procesamiento
posterior (DSP) de Quimica, Fabricacion y Control (CMC). La capacidad de los anticuerpos o fragmentos de anti-
cuerpos para resistir fuerzas de cizallamiento es un criterio Util ya que las etapas de filtracién no pueden evitarse
durante el procesamiento y las fuerzas de cizallamiento se producen durante la administracion a través de agujas
con una jeringa o tubos de plastico.

La coleccion del subconjunto anterior, (36) parejas de proteinas de la linea germinal de una realizacion, se seleccio-
naron ya que tienen propiedades funcionales superiores adicionales que son relevantes para la capacidad de desa-
rrollo, ya que mostraron una mayor resistencia frente al estrés por acido y por agitacion que las otras 54 parejas. Las
36 parejas de proteinas de la linea germinal seleccionadas en esa realizacion tenian valores umbrales iguales o por
encima de los siguientes umbrales para cada criterio: a) rendimiento de la expresion Fab purificado (como se descri-
be en el Ejemplo 9.1.1) de al menos 2,5 mg/L; b) rendimiento de la expresion de IgG1 purificada (como se describe
en el Ejemplo 9.2.1) de al menos 30,0 mg/L; c) estabilidad térmica de Fab purificado (como se describe en el Ejem-
plo 9.1.2) de al menos 70°C; d) estabilidad térmica de IgG1 purificada (como se describe en el Ejemplo 9.2.2) de al
menos 73°C; e) contenido monomérico de Fab purificado (como se describe en el Ejemplo 9.1.3) de al menos 98%;
f) contenido monomérico de 1gG1 purificada (como se describe en el Ejemplo 9.2.3) de al menos 99% y g) puntua-
cion acumulada de las pruebas de estrés (como se describe en el Ejemplo 9.2.7) de al menos 1225.

En comparacion con la Tabla 32 del documento WO2010/136598, la Tabla 32 muestra solo 14 de las 36 parejas que
tienen ciertas propiedades funcionales diferentes. Ademas, el documento W0O2010/136598 no describe la combina-
cion especifica de las 36 parejas.

En otra realizacién, se seleccionaron los umbrales para cada criterio de la siguiente manera: a) rendimiento de la
expresion de Fab purificado (como se describe en el Ejemplo 9.1.1) de al menos 2,5 mg/L; b) rendimiento de la ex-
presién de IgG1 purificada (como se describe en el Ejemplo 9.2.1) de al menos 30,0 mg/L; c) estabilidad térmica de
Fab purificado (como se describe en el Ejemplo 9.1.2) de al menos 70°C; d) estabilidad térmica de IgG1 purificada
(como se describe en el Ejemplo 9.2.2) de al menos 73°C; e) contenido monomérico de Fab purificado (como se
describe en el Ejemplo 9.1.3) de al menos 99%; f) contenido monomeérico de IgG1 purificada (como se describe en el
Ejemplo 9.2.3) de al menos 99%; g) punto isoeléctrico de IgG1 purificada (como se describe en el Ejemplo 9.2.4) de
al menos 8,3; y h) puntuacién acumulada de las pruebas de estrés (como se describe en el Ejemplo 9.2.7) de al
menos 1225. En esta realizacion, una coleccion comprende (33 parejas): VH1-18 (SEQ ID NO: 204)/VK3-20 (SEQ
ID NO: 239); VH1-46 (SEQ ID NO: 205)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH1-46 (SEQ ID NO: 205)/VL1-51 (SEQ ID NO:
252); VH1-69*01 (SEQ ID NO: 206)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VK1-12 (SEQ ID NO:
233); VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VK1-27 (SEQ ID NO: 235); VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238);
VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VL1-47 (SEQ ID NO: 251); VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH3-11
(SEQ ID NO: 208)/VL1-40 (SEQ ID NO: 250); VH3-11 (SEQ ID NO: 208)/VL1-47 (SEQ ID NO: 251); VH3-11 (SEQ ID
NO: 208)/VL1 -51 (SEQ ID NO: 252); VH3-11 (SEQ ID NO: 208)/VL2-23 (SEQ ID NO: 255); VH3-15 (SEQ ID NO:
209)/VK1-05 (SEQ ID NO: 230); VH3-15 (SEQ ID NO: 209)/VK1 -06 (SEQ ID NO: 231); VH3-15 (SEQ ID NO:
209)/VK1 -12 (SEQ ID NO: 233); VH3-15 (SEQ ID NO: 209)/VK1 -27 (SEQ ID NO: 235); VH3-15 (SEQ ID NO:
209)/VK3-11 (SEQ ID NO: 237); VH3-15 (SEQ ID NO: 209)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH3-21 (SEQ ID NO:
210)/VK1 -12 (SEQ ID NO: 233); VH3-23 (SEQ ID NO: 211)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH3-53 (SEQ ID NO:
213)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH3-53 (SEQ ID NO: 213)/VL2-11 (SEQ ID NO: 253); VH3-74 (SEQ ID NO:
214)/VK1-05 (SEQ ID NO: 230); VH3-74 (SEQ ID NO: 214)/VK1-06 (SEQ ID NO: 231); VH3-74 (SEQ ID NO:
214)/VK1-12 (SEQ ID NO: 233); VH3-74 (SEQ ID NO: 214)/VK3-20 (SEQ ID NO: 239); VH5-51 (SEQ ID NO:
215)/VK1-39 (SEQ ID NO: 236); VH5-51 (SEQ ID NO: 215)/VL1-40 (SEQ ID NO: 250); VH5-51 (SEQ ID NO:
215)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH6-1 (SEQ ID NO: 216)/VK1-09 (SEQ ID NO: 232); VH6-1 (SEQ ID NO: 216)/VK3-
20 (SEQ ID NO: 239) y VH6-1 (SEQ ID NO: 216)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252).

)
)
)
)

En comparacion con la Tabla 32 del documento WO2010/136598, la Tabla 32 muestra solo 14 de las 33 parejas que
tienen ciertas propiedades funcionales diferentes. Ademas, el documento W0O2010/136598 no describe la combina-
cion especifica de las 33 parejas.
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En una realizacion adicional, se afiadieron parejas a una coleccion a pesar de que las mismas parejas no alcanza-
ban todos los umbrales dentro de cada criterio, pero se afadieron a las colecciones con el fin de aumentar la diver-
sidad. En una realizacion, una coleccion comprende adicionalmente: VH3-23 (SEQ ID NO: 211)/VK1-39 (SEQ ID
NO: 236); VH3-23 (SEQ ID NO: 211)/VL2-23 (SEQ ID NO: 255); y VH3-23 (SEQ ID NO: 211)/VL3-1 (SEQ ID NO:
256). En esa realizacion, una coleccién comprende (36 parejas): VH1-18 (SEQ ID NO: 204)/VK3-20 (SEQ ID NO:
239); VH1-46 (SEQ ID NO: 205)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH1-46 (SEQ ID NO: 205)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252);
VH1-69*01 (SEQ ID NO: 206)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VK1-12 (SEQ ID NO: 233);
VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VK1-27 (SEQ ID NO: 235); VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH3-07
(SEQ ID NO: 207)/VL1-47 (SEQ ID NO: 251); VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH3-11 (SEQ ID
NO: 208)/VL1-40 (SEQ ID NO: 250); VH3-11 (SEQ ID NO: 208)/VL1 -47 (SEQ ID NO: 251); VH3-11 (SEQ ID NO:
208)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH3-11 (SEQ ID NO: 208)/VL2-23 (SEQ ID NO: 255); VH3-15 (SEQ ID NO:
209)/VK1 -05 (SEQ ID NO: 230); VH3-15 (SEQ ID NO: 209)/VK1 -06 (SEQ ID NO: 231); VH3-15 (SEQ ID NO:
209)/VK1 -12 (SEQ ID NO: 233); VH3-15 (SEQ ID NO: 209)/VK1 -27 (SEQ ID NO: 235); VH3-15 (SEQ ID NO:
209)/VK3-11 (SEQ ID NO: 237); VH3-15 (SEQ ID NO: 209)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH3-21 (SEQ ID NO:
210)/VK1-12 (SEQ ID NO: 233); VH3-23 (SEQ ID NO: 211)/VK1-39 (SEQ ID NO: 236); VH3-23 (SEQ ID NO:
211)/IVK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH3-23 (SEQ ID NO: 211)/VL2-23 (SEQ ID NO: 255); VH3-23 (SEQ ID NO:
211)/VL3-1 (SEQ ID NO: 256); VH3-53 (SEQ ID NO: 213)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH3-53 (SEQ ID NO:
213)/VL2-11 (SEQ ID NO: 253); VH3-74 (SEQ ID NO: 214)/VK1-05 (SEQ ID NO: 230); VH3-74 (SEQ ID NO:
214)/VK1-06 (SEQ ID NO: 231); VH3-74 (SEQ ID NO: 214)/VK1-12 (SEQ ID NO: 233); VH3-74 (SEQ ID NO:
214)/VK3-20 (SEQ ID NO: 239); VH5-51 (SEQ ID NO: 215)/VK1-39 (SEQ ID NO: 236); VH5-51 (SEQ ID NO:
215)/VL1-40 (SEQ ID NO: 250); VH5-51 (SEQ ID NO: 215)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH6-1 (SEQ ID NO:
216)/VK1-09 (SEQ ID NO: 232); VH6-1 (SEQ ID NO: 216)/VK3-20 (SEQ ID NO: 239) y VH6-1 (SEQ ID NO:
216)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252).

)
)
)
)

Tales colecciones superan muchos de los problemas de la técnica anterior. Por ejemplo, las colecciones obtenidas a
partir de linfocitos B incluyen parejas de VH/VL que no tienen propiedades biofisicas favorables, ya que los empare-
jamientos de VH y VL presentes en una coleccion de ese tipo son idénticos a los emparejamientos presentes en la
muestra de linfocitos B. Si se toma una muestra lo suficientemente grande de linfocitos B, cada una de las aproxi-
madamente (2500) combinaciones de emparejamientos de clases de 50 VH y 50 VL, estara presente. Los ensayos
extensos de las parejas de VH y VL en la presente descripcion muestran que muchas de las parejas de genes de la
linea germinal de VH y VL (parejas de proteinas de la linea germinal) que existen en la naturaleza, no tienen propie-
dades que permitan una capacidad de desarrollo en la practica clinica. Por lo tanto, tales genotecas de linfocitos B
comprenden muchas parejas de VH y VL que probablemente no tengan capacidad de desarrollo. Por lo tanto, puede
ser deseable generar genotecas con una amplia diversidad que comprendan parejas de VH y VL que tengan propie-
dades funcionales ventajosas, pero con una metodologia de coleccion de linfocitos B, esto no es posible.

Por ejemplo, un aspecto de la presente descripcidon es una coleccion de anticuerpos o de fragmentos funcionales
que comprenden las parejas de proteinas de la linea germinal de la cadena pesada y ligera variable que tienen pro-
piedades ventajosas que mejoran la capacidad de desarrollo, pero que excluyen las parejas de genes de la linea
germinal de la cadena pesada y ligera variable que no tienen tales propiedades, incluso si se expresan de forma
prominente en el repertorio inmune humano. De este modo, la coleccién se diseiid para excluir las combinaciones o
las parejas de la cadena pesada y ligera variable que se producen en la naturaleza (de las 2.500 parejas) que no
logran tener propiedades funcionales ventajosas. Por ejemplo, VH4-34 aparece frecuentemente en el repertorio
inmune humano como se muestra en la Tabla 5, pero también se sabe que los anticuerpos obtenidos a partir de este
gen de la linea germinal de la cadena pesada pueden ser citotdxicos para los linfocitos B, por lo tanto, los anticuer-
pos obtenidos a partir de este gen podrian ser excluidos de un disefio de la coleccion. Véase, Bhat et al., Rapid
cytotoxicity of human B lymphocytes induced by VH4-34 (VH4.21) gene-encoded monoclonal antibodies, Clin Exp
Immunol., 105(1):183-90 (Julio 1996).

DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La Figura 1 muestra los sitios de restriccion seleccionados para incorporarlos en el extremo C-terminal de las se-
cuencias sefial phoA y ompA de E. coli, tal y como se describe en detalle en el Ejemplos 1, e incluye los sitios de
restriccion alrededor de CDR 3 y sus respectivas orientaciones. Esta figura, aunque muestra las secuencias sefal de
E. coli, también representa los sitios de restriccion C-terminales seleccionados para incorporarlos en las secuencias
lider de la cadena pesada humana y la cadena kappa para emplear en la expresion de IgG1, tal y como se describe
en detalle en el Ejemplo 1.

La Figura 2 muestra los 20 genes de VH de la linea germinal seleccionados para la sintesis, la combinacion y la
caracterizacion funcional, como se describe en detalle en el Ejemplo 4. La figura también muestra los resultados del
analisis in silico de cada gen de la linea germinal, en donde pi representa el punto isoeléctrico, PTMs son sitios de
modificaciones postraduccionales potenciales en las regiones determinantes de complementariedad, tal como se
describe en el presente documento, NxS/T son sitios de glicosilacion ligados a N y Met en CDR son metioninas.

La Figura 3 muestra los 8 genes de VA y 12 de Vk de la linea germinal seleccionados para la sintesis, la combina-

cion y la caracterizacion funcional, como se describe en detalle en el Ejemplo 4. La figura también muestra los resul-

tados del analisis in silico de cada gen de la linea germinal, en donde pi representa el punto isoeléctrico, PTMs son
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sitios de modificaciones postraduccionales potenciales en las regiones determinantes de complementariedad, tal
como se describe en el presente documento, NxS/T son sitios de glicosilacion ligados a N y Met en CDR son metio-
ninas. Aqui VL significa VA.

La Figura 4 muestra las parejas de VH/Vk de los datos agrupados procedentes del Ejemplo 2.1 y el Ejemplo 2.2.
Las anotaciones numéricas representan el numero de cada pareja de genes VH/Vk de la linea germinal procedente
de un linfocito B individual, identificado en los datos agrupados. El eje Y muestra los genes de la linea germinal de
VH clasificados de arriba (mas prevalente) VH3-23 a abajo (menos prevalente) VH3-20, en términos de frecuencia
de la expresion en los datos agrupados. El eje X muestra los genes de la linea germinal de Vk clasificados de iz-
quierda (mas prevalente) IGKV3-20 a derecha (menos prevalente) IGKV1D-17, en términos de frecuencia de la ex-
presion de los datos agrupados. El nimero 1358 es el nimero de linfocitos B en la muestra.

La Figura 5 muestra las parejas de VH/VA de los datos agrupados procedentes de los Ejemplos 2.1 y el Ejemplo 2.2.
Las anotaciones numéricas representan el numero de cada pareja de genes VH/VA de la linea germinal procedente
de un linfocito B individual, identificado en los datos agrupados. El eje Y muestra los genes de la linea germinal de
VH clasificados de arriba (mas prevalente) VH3-23 a abajo (menos prevalente) VH3-20, en términos de frecuencia
de la expresion en los datos agrupados. El eje X muestra los genes de la linea germinal de VA clasificados de iz-
quierda (mas prevalente) IGKV2-14 a derecha (menos prevalente) IGLV4-60 en términos de frecuencia de la expre-
sion de los datos agrupados. El nimero 779 es el nimero de linfocitos B en la muestra.

Las Figuras 6A-C muestran las secuencias de aminoacidos codificadas por los genes de la linea germinal de VH
(SEQ ID NOS 63-118, respectivamente, en orden de aparicion), como se describen en Tomlinson et al., (1992), "The
Repertoire of Human Germline Vh Sequences Reveals about Fifty Groups of Vh Segments with Different Hyperva-
riable Loop" J. Mol. Biol. 227, 776-798; Matsuda et al. (1998), "The complete nucleotide sequence of the human
immunoglobulin heavy chain variable region locus" J Exp Med 188(11):2151-62; y LeFranc MP (2001) "Nomenclature
of the human immunoglobulin heavy (IGH) genes." Exp Clin Immunogenet. 18(2):100-16.

Las Figuras 7A-C muestran las secuencias de aminoacidos codificadas por los genes de la linea germinal de Vk
(SEQ ID NOS 119-164, respectivamente, en orden de aparicion), tal y como se describen en Schable y Zachau
(1993), "The variable genes of the human immunoglobulin kappa locus," Biol. Chem Hoppe Seyler. 374(11):1001-22;
Brensing-Kippers et al. (1997), "The human immunoglobulin kappa locus on yeast artificial chromosomes (YACs)"
Gene. 191(2):173-81; Kawasaki et al. (2001), "Evolutionary dynamics of the human immunoglobulin kappa locus and
the germline repertoire of the Vkappa genes" Eur J Immunol 31(4):1017-28; y Lefranc MP (2001) "Nomenclature of
the human immunoglobulin kappa (IGK) genes" Exp Clin Immunogenet., 18, 161-174.

Las Figuras 8A-B muestran las secuencias de aminoacidos codificadas por los genes de la linea germinal de VA
(SEQ ID NOS 165-202, respectivamente, en orden de aparicion), tal y como se describen en Kawasaki et al., (1997)
"One-Megabase Sequence Analysis of the Human immunoglobulin lambda Gene Locus" Genome Research
7(3):250-61; Frippiat et al., (1995) "Organization of the human immunoglobulin lambda light-chain locus on chromo-
some 22q11.2" Hum. Mol. Genet., 4, 983-991; y LeFranc MP (2001) "Nomenclature of the human immunoglobulin
lambda (IGL) genes. Exp Clin Immunogenet.; 18:242-254.

La Figura 9 muestra el vector tricistronico pJPd1 de presentacion en fagos de Fab.

La Figura 10 muestra el vector de expresion de Fab pJPx1.

La Figura 11 muestra el vector de expresion de Fab pMx11 (P(MORPHX11).

La Figura 12 muestra el vector de presentacion de Fab pMORPH30.

La Figura 13 muestra el vector de expresion de IgG1 de cadena pesada variable pJP_h_IgG1f.

La Figura 14 muestra el vector de expresion de IgG de cadena ligera k variable pJP_h_Ig_kappa.
La Figura 15 muestra el vector de expresion de IgG de cadena ligera A variable pJP_h_Ilg_lambda2.

Figura 16 de las 95 parejas de proteinas de la linea germinal sometidas a ensayo adicionalmente como se describe
en el Ejemplo 9, esta figura muestra el rendimiento de la expresion de Fab purificado en mg/L (de cultivo), el conte-
nido monomeérico de Fab purificado (% de mondmero), la estabilidad térmica de Fab purificado en °C, el rendimiento
de la expresion de IgG1 purificada en mg/L (cultivo celular), el contenido monomérico de IgG1 purificada (% de
monomero), la estabilidad térmica de IgG1 purificada en °C (la transicion que se muestra es la de los dominios va-
riables, no se muestra la transicion de los dominios Fc) y el punto isoeléctrico de IgG1 de los nimeros 1-32 de las
parejas de proteinas de la linea germinal sometidas a ensayo. Los datos se determinaron utilizando los métodos
descritos en el Ejemplo 9.1.1-9.1.3 y 9.2.1-9.2.4. Aqui, VL significa VA.

Figura 17 de las 95 parejas de proteinas de la linea germinal sometidas a ensayo adicionalmente como se describe
en el Ejemplo 9, esta figura muestra el rendimiento de la expresion de Fab purificado en mg/L (de cultivo), el conte-
nido monomeérico de Fab purificado (% de mondmero), la estabilidad térmica de Fab purificado en °C, el rendimiento
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de la expresion de IgG1 purificada en mg/L (cultivo celular), el contenido monomérico de IgG1 purificada (% de
monomero), la estabilidad térmica de IgG1 purificada en °C (la transicion que se muestra es la de los dominios va-
riables, no se muestra la transicion de los dominios Fc) y el punto isoeléctrico de IgG1 de los numeros 33-64 de las
parejas de proteinas de la linea germinal sometidas a ensayo. Los datos se determinaron utilizando los métodos
descritos en el Ejemplo 9.1.1-9.1.3 y 9.2.1-9.2.4. Aqui, VL significa VA.

Figura 18 de las 95 parejas de proteinas de la linea germinal sometidas a ensayo adicionalmente como se describe
en el Ejemplo 9, esta figura muestra el rendimiento de la expresion de Fab purificado en mg/L (Fab purificado)/L (de
cultivo), el contenido monomérico de Fab purificado (% de mondmero), la estabilidad térmica de Fab purificado en
°C, el rendimiento de la expresion de IgG1 purificada en mg (IgG1 purificada)/L (cultivo celular), el contenido mo-
nomeérico de IgG1 purificada (% de monomero), la estabilidad térmica de 1gG1 purificada en °C (la transicion que se
muestra es la de los dominios variables, no se muestra la transicion de los dominios Fc) y el punto isoeléctrico de
IgG1 de los numeros 65-95 de las parejas de proteinas de la linea germinal sometidas a ensayo. Los datos se de-
terminaron utilizando los métodos descritos en el Ejemplo 9.1.1-9.1.3 y 9.2.1-9.2.4. Aqui, VL significa VA.

Figura 19 de las 95 parejas de proteinas de la linea germinal sometidas a ensayo adicionalmente como se describe
en el Ejemplo 9, esta figura muestra la estabilidad térmica en °C (Tm aparente) antes y después de la exposicion al
acido (la Tm aparente corresponde a la falta de plegamiento de los dominios variables, el punto medio de la falta de
plegamiento de los dominios Fc no se muestra) como se determina utilizando fluorometria de barrido diferencial
como se describe en el Ejemplo 9.2.5(a), el cambio relativo en la turbidez en base a la absorcion de UV antes y
durante la exposicion al acido y después de la neutralizacion como se describe en el Ejemplo 9.2.5(b). Los datos
mostrados son de los nimeros 1-32 de las parejas de proteinas de la linea germinal sometidas a ensayo. Aqui, VL
significa VA.

Figura 20 de las 95 parejas de proteinas de la linea germinal sometidas a ensayo adicionalmente como se describe
en el Ejemplo 9, esta figura muestra el radio de particula (nm) antes y después de la exposicion al acido y la polidis-
persidad antes y después de la exposicion al acido como se describe en el Ejemplo 9.2.5(c), la tincién de particulas
antes y después del acido como se describe en el Ejemplo 9.2.5(d), y la puntuacion acumulada, como se describe
en el Ejemplo 9.2.7. Los datos mostrados son de los nimeros 1-32 de las parejas de proteinas de la linea germinal
sometidas a ensayo. Aqui, VL significa VA.

Figura 21 de las 95 parejas de proteinas de la linea germinal sometidas a ensayo adicionalmente como se describe
en el Ejemplo 9, esta figura muestra la estabilidad térmica en °C (Tm aparente) antes y después de la exposicion al
acido (la Tm aparente corresponde a la falta de plegamiento de los dominios variables, el punto medio de la falta de
plegamiento de los dominios Fc no se muestra) como se determina utilizando fluorometria de barrido diferencial
como se describe en el Ejemplo 9.2.5(a), el cambio relativo en la turbidez en base a la absorcion de UV antes y
durante la exposicion al acido y después de la neutralizacion como se describe en el Ejemplo 9.2.5(b). Los datos
mostrados son de los nimeros 33-64 de las parejas de proteinas de la linea germinal sometidas a ensayo. Aqui, VL
significa VA.

Figura 22 de las 95 parejas de proteinas de la linea germinal sometidas a ensayo adicionalmente como se describe
en el Ejemplo 9, esta figura muestra el radio de particula (nm) antes y después de la exposicion al acido y la polidis-
persidad antes y después de la exposicion al acido como se describe en el Ejemplo 9.2.5(c), la tinciéon de particulas
antes y después del acido como se describe en el Ejemplo 9.2.5(d), y la puntuacion acumulada, como se describe
en el Ejemplo 9.2.7. Los datos mostrados son de los numeros 33-64 de las parejas de proteinas de la linea germinal
sometidas a ensayo. Aqui, VL significa VA.

Figura 23 de las 95 parejas de proteinas de la linea germinal sometidas a ensayo adicionalmente como se describe
en el Ejemplo 9, esta figura muestra la estabilidad térmica en °C (Tm aparente) antes y después de la exposicion al
acido (la Tm aparente corresponde a la falta de plegamiento de los dominios variables, el punto medio de la falta de
plegamiento de los dominios Fc no se muestra) como se determina utilizando fluorometria de barrido diferencial
como se describe en el Ejemplo 9.2.5(a), el cambio relativo en la turbidez en base a la absorcion de UV antes y
durante la exposicion al acido y después de la neutralizacion como se describe en el Ejemplo 9.2.5(b). Los datos
mostrados son de los nimeros 65-95 de las parejas de proteinas de la linea germinal sometidas a ensayo. Aqui, VL
significa VA.

Figura 24 de las 95 parejas de proteinas de la linea germinal sometidas a ensayo adicionalmente como se describe
en el Ejemplo 9, esta figura muestra el radio de particula (nm) antes y después de la exposicion al acido y la polidis-
persidad antes y después de la exposicion al acido como se describe en el Ejemplo 9.2.5(c), la tincién de particulas
antes y después del acido como se describe en el Ejemplo 9.2.5(d), y la puntuacion acumulada, como se describe
en el Ejemplo 9.2.7. Los datos mostrados son de los numeros 65-95 de las parejas de proteinas de la linea germinal
sometidas a ensayo. Aqui, VL significa VA.

La Figura 25 muestra la proteina de la linea germinal de VH (SEQ ID NOS 204-216, respectivamente, en orden de
aparicion) y las secuencias de ADN (SEQ ID NOS 217-229, respectivamente, en orden de aparicién) de las regiones
estructurales 1 y HCDR1 de ciertas cadenas pesadas variables. Las secuencias de aminoacidos son secuencias de
proteinas de la linea germinal, como se definen en este documento. Las secuencias de ADN tienen codones optimi-
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zados mediante GeneArt para la expresion en E. coli, evitando codones humanos raros. Los genes de la linea ger-
minal que se muestran son los mismos que los mostrados en la Figura 6, pero solo incluyen los genes de la linea
germinal de VH seleccionados para realizaciones de la coleccion.

La Figura 26 muestra la proteina de la linea germinal de VH (SEQ ID NOS 204-216 (continuacién), respectivamente,
en orden de aparicion) y las secuencias de ADN (SEQ ID NOS 217-229 (continuacion), respectivamente, en orden
de aparicion) de las regiones estructurales 2 y HCDR2 de ciertas cadenas pesadas variables. Las secuencias de
aminoacidos son secuencias de proteinas de la linea germinal, como se definen en este documento. Las secuencias
de ADN tienen codones optimizados mediante GeneArt para la expresién en E. coli, evitando codones humanos
raros. Los genes de la linea germinal que se muestran son los mismos que los mostrados en la Figura 6, pero solo
incluyen los genes de la linea germinal de VH seleccionados para realizaciones de la coleccion.

La Figura 27 muestra la proteina de la linea germinal de VH (SEQ ID NOS 204-216 (continuacién), respectivamente,
en orden de aparicion) y las secuencias de ADN (SEQ ID NOS 217-229 (continuacion), respectivamente, en orden
de aparicion) de la region estructural 3 de ciertas cadenas pesadas variables. Las secuencias de aminoacidos son
secuencias de proteinas de la linea germinal, como se definen en este documento. Las secuencias de ADN tienen
codones optimizados mediante GeneArt para la expresion en E. coli, evitando codones humanos raros. Los genes
de la linea germinal que se muestran son los mismos que los mostrados en la Figura 6, pero solo incluyen los genes
de la linea germinal de VH seleccionados para realizaciones de la coleccion.

La Figura 28 muestra la proteina de la linea germinal de Vk (SEQ ID NOS 230-239, respectivamente, en orden de
aparicion) y las secuencias de ADN (SEQ ID NOS 240-249, respectivamente, en orden de aparicién) de las regiones
estructurales 1 y LCDR1 de ciertas cadenas ligeras variables. Las secuencias de aminoacidos son secuencias de
proteinas de la linea germinal, como se definen en este documento. Las secuencias de ADN tienen codones optimi-
zados mediante GeneArt para la expresion en E. coli, evitando codones humanos raros. Los genes de la linea ger-
minal que se muestran son los mismos que los mostrados en la Figura 7, pero solo incluyen los genes de la linea
germinal de Vk seleccionados para realizaciones de la coleccion.

La Figura 29 muestra la proteina de la linea germinal de Vk (SEQ ID NOS 230-239 (continuacion), respectivamente,
en orden de aparicion) y las secuencias de ADN (SEQ ID NOS 240-249 (continuacion), respectivamente, en orden
de aparicion) de las regiones estructurales 2 y LCDR2 de ciertas cadenas ligeras variables. Las secuencias de ami-
noacidos son secuencias de proteinas de la linea germinal, como se definen en este documento. Las secuencias de
ADN tienen codones optimizados mediante GeneArt para la expresién en E. coli, evitando codones humanos raros.
Los genes de la linea germinal que se muestran son los mismos que los mostrados en la Figura 7, pero solo inclu-
yen los genes de la linea germinal de Vk seleccionados para realizaciones de la coleccion.

La Figura 30 muestra la proteina de la linea germinal de Vk (SEQ ID NOS 230-239 (continuacion), respectivamente,
en orden de aparicion) y las secuencias de ADN (SEQ ID NOS 240-249 (continuacion), respectivamente, en orden
de aparicion) de la region estructural 3 de ciertas cadenas ligeras variables. Las secuencias de aminoacidos son
secuencias de proteinas de la linea germinal, como se definen en este documento. Las secuencias de ADN tienen
codones optimizados mediante GeneArt para la expresion en E. coli, evitando codones humanos raros. Los genes
de la linea germinal que se muestran son los mismos que los mostrados en la Figura 7, pero solo incluyen los genes
de la linea germinal de Vk seleccionados para realizaciones de la coleccion.

La Figura 31 muestra la proteina de la linea germinal de VA (SEQ ID NOS 250-257, respectivamente, en orden de
aparicion) y las secuencias de ADN (SEQ ID NOS 258-265, respectivamente, en orden de aparicion) de las regiones
estructurales 1 y LCDR1 de ciertas cadenas ligeras variables. Las secuencias de aminoacidos son secuencias de
proteinas de la linea germinal, como se definen en este documento. Las secuencias de ADN tienen codones optimi-
zados mediante GeneArt para la expresion en E. coli, evitando codones humanos raros. Los genes de la linea ger-
minal que se muestran son los mismos que los mostrados en la Figura 8, pero solo incluyen los genes de la linea
germinal de VA seleccionados para realizaciones de la coleccion. Aqui, VL significa VA.

La Figura 32 muestra la proteina de la linea germinal de VA (SEQ ID NOS 250-257 (continuacion), respectivamente,
en orden de aparicion) y las secuencias de ADN (SEQ ID NOS 258-265 (continuacion), respectivamente, en orden
de aparicion) de las regiones estructurales 2 y LCDR2 de ciertas cadenas ligeras variables. Las secuencias de ami-
noacidos son secuencias de proteinas de la linea germinal, como se definen en este documento. Las secuencias de
ADN tienen codones optimizados mediante GeneArt para la expresion en E. coli, evitando codones humanos raros.
Los genes de la linea germinal que se muestran son los mismos que los mostrados en la Figura 8, pero solo inclu-
yen los genes de la linea germinal de VA seleccionados para realizaciones de la coleccion. Aqui, VL significa VA.

La Figura 33 muestra la proteina de la linea germinal de VA (SEQ ID NOS 250-257 (continuacion), respectivamente,
en orden de aparicion) y las secuencias de ADN (SEQ ID NOS 258-265 (continuacion), respectivamente, en orden
de aparicion) de la region estructural 3 de ciertas cadenas ligeras variables. Las secuencias de aminoacidos son
secuencias de proteinas de la linea germinal, como se definen en este documento. Las secuencias de ADN tienen
codones optimizados mediante GeneArt para la expresion en E. coli, evitando codones humanos raros. Los genes
de la linea germinal que se muestran son los mismos que los mostrados en la Figura 8, pero solo incluyen los genes
de la linea germinal de VA seleccionados para realizaciones de la coleccion. Aqui, VL significa VA.
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La Figura 34 muestra la proteina de la linea germinal de VH (SEQ ID NOS 266-278, respectivamente, en orden de
aparicion) y las secuencias de ADN (SEQ ID NOS 279-291, respectivamente, en orden de aparicién) de las regiones
estructurales 1 y HCDR1 de ciertas cadenas pesadas variables. Las secuencias de aminoacidos se han modificado
dentro de HCDR1 para eliminar posibles sitios de modificacién postraduccional (PTMs). Las secuencias de ADN
tienen codones optimizados mediante GeneArt para la expresion en E. coli, evitando codones humanos raros. Los
aminoacidos que han sido modificados en HCDR1 estan subrayados y el ADN correspondiente que codifica cada
posicion esta en negrita y subrayado.

La Figura 35 muestra la proteina de la linea germinal de VH (SEQ ID NOS 266-278 (continuacién), respectivamente,
en orden de aparicion) y las secuencias de ADN (SEQ ID NOS 279-291 (continuacion), respectivamente, en orden
de aparicion) de las regiones estructurales 2 y HCDR2 de ciertas cadenas pesadas variables. Las secuencias de
aminoacidos se han modificado dentro de HCDR2 para eliminar posibles sitios de modificacién postraduccional
(PTMs). Las secuencias de ADN tienen codones optimizados mediante GeneArt para la expresion en E. coli, evitan-
do codones humanos raros. Los aminoacidos que han sido modificados en HCDR2 estan subrayados y el ADN co-
rrespondiente que codifica cada posicion esta en negrita y subrayado.

La Figura 36 muestra la proteina de la linea germinal de VH (SEQ ID NOS 266-278 (continuacién), respectivamente,
en orden de aparicion) y las secuencias de ADN (SEQ ID NOS 279-291 (continuacion), respectivamente, en orden
de aparicion) de la region estructural 3 de ciertas cadenas pesadas variables. Las secuencias de aminoacidos son
de la linea germinal ya que no se eliminé ningun sitio potencial de modificacion postraduccional dentro de las regio-
nes estructurales. Las secuencias de ADN tienen codones optimizados mediante GeneArt para la expresion en E.
coli, evitando codones humanos raros. VH1-69*01 y VH3-23 también pueden tener nucleétidos CGT en la posicion
94.

La Figura 37 muestra anticuerpos representativos o fragmentos de anticuerpos especificos para Dkk3 identificados
a partir de las subcolecciones VH3-23/VK1-39, y VH3-23/VL3-1, como se describe en el Ejemplo 11. La figura mues-
tra la subcoleccion a partir de la cual fue identificado cada anticuerpo o fragmento, el antigeno, la longitud de la
CDR-H3 y CDR-L3, la estabilidad térmica y la afinidad de Fab, el pi de IgG1, el rendimiento de la expresion (mg/L),
la estabilidad térmica y el contenido monomeérico (% de mondmero) determinado por SEC. Aqui, VL significa VA.

La Figura 38 muestra anticuerpos representativos o fragmentos de anticuerpos especificos para ErbB4/Her4 _Fc
identificados a partir de las subcolecciones VH3-23/VK1-39, y VH3-23/VL3-1, como se describe en el Ejemplo 11. La
figura muestra la subcoleccion a partir de la cual fue identificado cada anticuerpo o fragmento, el antigeno, la longi-
tud de la CDR-H3 y CDR-L3, la estabilidad térmica y la afinidad de Fab, el pi de IgG1, el rendimiento de la expresion
(mg/L), la estabilidad térmica y el contenido monomérico (% de monémero) determinado por SEC. Aqui, VL significa

La Figura 39 muestra los puntos de fusion de temperatura aparente de Fabs seleccionados segun se determiné por
fluorimetria de barrido diferencial (DSF) como se describe en el Ejemplo 9.1.2. Cada punto representa un Fab unico.
Los cuadrados indican los Fabs de control como se describen en el Ejemplo 9. Las barras indican la mediana. El
control representa el anticuerpo sometido a ensayo para analizar propiedades funcionales en el Ejemplo 9, que
comprende las regiones de la linea germinal FR y CDR1 y 2 de la pareja de proteinas respectiva de la linea germi-
nal, y la CDR3 de Ewert et al. Los Fabs seleccionados se generaron en el Ejemplo 11, y difieren en la secuencia del
anticuerpo de control solo en la CDR3. La estrecha agrupacion en este caso, muestra que el resultado de la colec-
cion, es decir, los anticuerpos o fragmentos seleccionados contra el antigeno DKK3 o ERb4/Her4_Fc, conservan las
propiedades funcionales superiores de los miembros del disefio de la coleccion.

La Figura 40 muestra las secuencias de aminoacidos (SEQ ID NOS 293, 295, 297 y 301, respectivamente, en orden
de aparicion) y las secuencias de acido nucleico con codones optimizados (SEQ ID NOS 292, 294, 296, 298, 299,
300, 302 y 303, respectivamente, en orden de aparicion) que codifican las regiones FR4 de colecciones de la inven-
cion.

Las Figuras 41A y B muestran la secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 305) y la secuencia de acido nucleico con
codones optimizados (SEQ ID NO: 304) que codifican el dominio constante de la cadena pesada IgG1f de coleccio-
nes de la invencion. Las secuencias de acido nucleico mostradas tienen codones optimizados.

La Figura 42 muestra la secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 307) y las secuencias de acido nucleico con codo-
nes optimizados (SEQ ID NO: 306) que codifican el dominio constante de la cadena pesada de Fab de colecciones
de la invencion.

La Figura 43 muestra las secuencias de aminoacidos (SEQ ID NOS 309 y 311, respectivamente, en orden de apari-
cion) y las secuencias de acido nucleico con codones optimizados (SEQ ID NOS 308 y 310, respectivamente, en
orden de aparicion) que codifican los dominios constantes de la cadena ligera kappa de IgG1f y Fab de colecciones
de la invencién. Las secuencias de acido nucleico mostradas tienen codones optimizados.

La Figura 44 muestra las secuencias de aminoacidos (SEQ ID NOS 313 y 315, respectivamente, en orden de apari-
cion) y las secuencias de acido nucleico con codones optimizados (SEQ ID NOS 312 y 314, respectivamente, en
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orden de aparicion) que codifican los dominios constantes de la cadena ligera lambda de IgG1f y Fab de colecciones
de la invencion

La Figura 45 muestra los valores del punto isoeléctrico (pl) de IgGs seleccionadas como se describe en el Ejemplo
9.2.4. Cada punto representa una IgG Unica. Los cuadrados indican las IgGs de control como se describen en el
Ejemplo 9. Las barras indican la mediana. El control representa el anticuerpo sometido a ensayo para analizar pro-
piedades funcionales en el Ejemplo 9, que comprende las regiones de la linea germinal FR y CDR1 y 2 de la pareja
de proteinas respectiva de la linea germinal, y la CDR3 de Ewert et al. Las IgGs seleccionadas se generaron en el
Ejemplo 11, y difieren en la secuencia del anticuerpo de control solo en la CDRS3. La estrecha agrupacion en este
caso, muestra que el resultado de la coleccion, es decir, los anticuerpos o fragmentos seleccionados contra el anti-
geno DKK3 o ERb4/Her4_Fc, conservan las propiedades funcionales superiores de los miembros del disefio de la
coleccion.

La Figura 46 muestra los puntos medios aparentes de la falta de plegamiento de IgGs seleccionadas segun lo de-
terminado por fluorimetria de barrido diferencial (DSF) como se describe en el Ejemplo 9.2.2. Cada punto representa
una IgG unica. Los cuadrados indican las IgGs de control como se describen en el Ejemplo 9. Las barras indican la
mediana. El control representa el anticuerpo sometido a ensayo para analizar propiedades funcionales en el Ejemplo
9, que comprende las regiones de la linea germinal FR y CDR1 y 2 de la pareja de proteinas respectiva de la linea
germinal, y la CDR3 de Ewert et al. Las IgGs seleccionadas se generaron en el Ejemplo 11, y difieren en la secuen-
cia del anticuerpo de control solo en la CDR3. La estrecha agrupacion en este caso, muestra que el resultado de la
coleccion, es decir, los anticuerpos o fragmentos seleccionados contra el antigeno DKK3 o ERb4/Her4_Fc, conser-
van las propiedades funcionales superiores de los miembros del disefio de la coleccion.

La Figura 47 muestra los rendimientos de la expresion de IgGs seleccionadas como se determina por espectrofoto-
metria UV como se describe en el Ejemplo 9.2.1. Cada punto representa una IgG unica. Los cuadrados indican las
IgGs de control como se describen en el Ejemplo 9. Las barras indican la mediana. El control representa el anticuer-
po sometido a ensayo para analizar propiedades funcionales en el Ejemplo 9, que comprende las regiones de la
linea germinal FR y CDR1 y 2 de la pareja de proteinas respectiva de la linea germinal, y la CDR3 de Ewert et al.
Las IgGs seleccionadas se generaron en el Ejemplo 11, y difieren en la secuencia del anticuerpo de control solo en
la CDR3. La estrecha agrupacion en este caso, muestra que el resultado de la coleccion, es decir, los anticuerpos o
fragmentos seleccionados contra el antigeno DKK3 o ERb4/Her4_Fc, conservan las propiedades funcionales supe-
riores de los miembros del disefio de la coleccion.

La Figura 48 muestra el contenido monomérico de IgGs seleccionadas como se determina por cromatografia de
exclusion por tamafio (SEC), tal como se describe en el Ejemplo 9.2.3. Cada punto representa una IgG unica. Los
cuadrados indican las IgGs de control como se describen en el Ejemplo 9. Las barras indican la mediana. El control
representa el anticuerpo sometido a ensayo para analizar propiedades funcionales en el Ejemplo 9, que comprende
las regiones de la linea germinal FR y CDR1 y 2 de la pareja de proteinas respectiva de la linea germinal, y la CDR3
de Ewert et al. Las IgGs seleccionadas se generaron en el Ejemplo 11, y difieren en la secuencia del anticuerpo de
control solo en la CDR3. La estrecha agrupacion en este caso, muestra que el resultado de la coleccion, es decir, los
anticuerpos o fragmentos seleccionados contra el antigeno DKK3 o ERb4/Her4_Fc, conservan las propiedades fun-
cionales superiores de los miembros del disefio de la coleccion. Aqui, VL significa VA.

Figura 49 de las 95 parejas de proteinas de la linea germinal sometidas a ensayo adicionalmente, como se describe
en el Ejemplo 9, esta figura muestra el cambio relativo en la turbidez basandose en la absorciéon de UV antes y du-
rante la agitacion con perlas de vidrio como se describe en el Ejemplo 9.2.6(a). Los datos mostrados son de los
numeros 1-32 de las parejas de proteinas de la linea germinal sometidas a ensayo. Aqui, VL significa VA.

Figura 50 de las 95 parejas de proteinas de la linea germinal sometidas a ensayo adicionalmente como se describe
en el Ejemplo 9, esta figura muestra la estabilidad térmica en °C (Tm aparente) después de la agitacion con perlas
de vidrio (la Tm aparente dada corresponde a la falta de plegamiento de los dominios variables, el punto medio de
falta de plegamiento de los dominios Fc no se muestra) como se determina usando fluorometria de barrido diferen-
cial como se describe en el Ejemplo 9.2.6(b) muestra el radio de particula (nm) después de la agitacion con perlas
de vidrio, la polidispersidad después de la agitacion con perlas de vidrio como se describe en el Ejemplo 9.2.6(c), y
la tincidn de particulas antes y después de la agitacion con perlas de vidrio como se describe en el Ejemplo 9.2.6(d).
Los datos mostrados son de los numeros 1-32 de las parejas de proteinas de la linea germinal sometidas a ensayo.
Aqui, VL significa VA.

Figura 51 de las 95 parejas de proteinas de la linea germinal sometidas a ensayo adicionalmente como se describe
en el Ejemplo 9, esta figura muestra el cambio relativo en la turbidez basandose en la absorciéon de UV antes y du-
rante la prueba de estrés, tal como se describe en el Ejemplo 9.2.6(a). Los datos mostrados son de los nimeros 33-
64 de las parejas de proteinas de la linea germinal sometidas a ensayo. Aqui, VL significa VA.

Figura 52 de las 95 parejas de proteinas de la linea germinal sometidas a ensayo adicionalmente como se describe
en el Ejemplo 9, esta figura muestra la estabilidad térmica en °C (Tm aparente) después de la agitacion con perlas
de vidrio (la Tm aparente dada corresponde a la falta de plegamiento de los dominios variables, el punto medio de
falta de plegamiento de los dominios Fc no se muestra) como se determina usando fluorometria de barrido diferen-
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cial como se describe en el Ejemplo 9.2.6(b) muestra el radio de particula (nm) después de la agitacion con perlas
de vidrio, la polidispersidad después de la agitacion con perlas de vidrio como se describe en el Ejemplo 9.2.6(c), y
la tincidn de particulas antes y después de la agitacion con perlas de vidrio como se describe en el Ejemplo 9.2.6(d).
Los datos mostrados son de los nimeros 33-64 de las parejas de proteinas de la linea germinal sometidas a ensayo.
Aqui, VL significa VA.

Figura 53 de las 95 parejas de proteinas de la linea germinal sometidas a ensayo adicionalmente como se describe
en el Ejemplo 9, esta figura muestra el cambio relativo en la turbidez basandose en la absorciéon de UV antes y du-
rante la prueba de estrés, tal como se describe en el Ejemplo 9.2.6(a). Los datos mostrados son de los nimeros 6-
95 de las parejas de proteinas de la linea germinal sometidas a ensayo. Aqui, VL significa VA.

Figura 54 de las 95 parejas de proteinas de la linea germinal sometidas a ensayo adicionalmente como se describe
en el Ejemplo 9, esta figura muestra la estabilidad térmica en °C (Tm aparente) después de la agitacion con perlas
de vidrio (la Tm aparente dada corresponde a la falta de plegamiento de los dominios variables, el punto medio de
falta de plegamiento de los dominios Fc no se muestra) como se determina usando fluorometria de barrido diferen-
cial como se describe en el Ejemplo 9.2.6(b) muestra el radio de particula (nm) después de la agitacion con perlas
de vidrio, la polidispersidad después de la agitacion con perlas de vidrio como se describe en el Ejemplo 9.2.6(c), y
la tincidn de particulas antes y después de la agitacion con perlas de vidrio como se describe en el Ejemplo 9.2.6(d).
Los datos mostrados son de los niumeros 65-95 de las parejas de proteinas de la linea germinal sometidas a ensayo.
Aqui, VL significa VA.

Figura 55 como se describe en el Ejemplo 9.2.7 para cada uno de los experimentos de pruebas de estrés realizadas
en los Ejemplos 9.2.5-9.2.6, se identificaron los valores exactos, y para cada valor exacto se proporciond una pun-
tuacion correspondiente. Esta figura muestra la puntuacion, ya sea 0, 25, 75 o 100 dada a cada valor para los expe-
rimentos completados en el Ejemplo 9.2.5, pruebas de acido. Las puntuaciones que se muestran son de los nume-
ros 1-32 de las parejas de proteinas de la linea germinal sometidas a ensayo. Aqui, VL significa VA.

Figura 56 como se describe en el Ejemplo 9.2.7 para cada uno de los experimentos de pruebas de estrés realizadas
en los Ejemplos 9.2.5-9.2.6, se identificaron los valores exactos, y para cada valor exacto se proporciond una pun-
tuacion correspondiente. Esta figura muestra la puntuacion, ya sea 0, 25, 75 o 100 dada a cada valor para los expe-
rimentos completados en el Ejemplo 9.2.6, agitacion con perlas de vidrio. Ademas, esta figura muestra la puntuacion
acumulada, que se calculdé sumando las puntuaciones de las pruebas realizadas en los Ejemplos 9.2.5-9.2.6. Las
puntuaciones que se muestran son de los nimeros 1-32 de las parejas de proteinas de la linea germinal sometidas
a ensayo. Aqui, VL significa VA.

Figura 57 como se describe en el Ejemplo 9.2.7 para cada uno de los experimentos de pruebas de estrés realizadas
en los Ejemplos 9.2.5-9.2.6, se identificaron los valores exactos, y para cada valor exacto se proporciond una pun-
tuacion correspondiente. Esta figura muestra la puntuacion, ya sea 0, 25, 75 o 100 dada a cada valor para los expe-
rimentos terminados en el Ejemplo 9.2.5, pruebas de acido. Las puntuaciones que se muestran son de los niumeros
33-64 de las parejas de proteinas de la linea germinal sometidas a ensayo. Aqui, VL significa VA.

Figura 58 como se describe en el Ejemplo 9.2.7 para cada uno de los experimentos de pruebas de estrés realizadas
en los Ejemplos 9.2.5-9.2.6, se identificaron los valores exactos, y para cada valor exacto se proporciond una pun-
tuacion correspondiente. Esta figura muestra la puntuacion, ya sea 0, 25, 75 o 100 dada a cada valor para los expe-
rimentos terminados en el Ejemplo 9.2.6, agitacion con perlas de vidrio. Ademas, esta figura muestra la puntuacion
acumulada, que se calculdé sumando las puntuaciones de las pruebas realizadas en los Ejemplos 9.2.5-9.2.6. Las
puntuaciones que se muestran son de los numeros 33-64 de las parejas de proteinas de la linea germinal sometidas
a ensayo Aqui, VL significa VA.

Figura 59 como se describe en el Ejemplo 9.2.7 para cada uno de los experimentos de pruebas de estrés realizadas
en los Ejemplos 9.2.5-9.2.6, se identificaron valores exactos, y para cada valor exacto se proporcion6 una puntua-
cion correspondiente. Esta figura muestra la puntuacion, ya sea 0, 25, 75 o 100 dada a cada valor para los experi-
mentos terminados en el Ejemplo 9.2.5, pruebas de acido. Las puntuaciones que se muestran son de los nimeros
65-95 de las parejas de proteinas de la linea germinal sometidas a ensayo. Aqui, VL significa VA.

Figura 60 como se describe en el Ejemplo 9.2.7 para cada uno de los experimentos de pruebas de estrés realizadas
en los Ejemplos 9.2.5-9.2.6, se identificaron valores exactos, y para cada valor exacto se proporcion6 una puntua-
cion correspondiente. Esta figura muestra la puntuacion, ya sea 0, 25, 75 o 100 dada a cada valor para los experi-
mentos terminados en el Ejemplo 9.2.6, agitacion con perlas de vidrio. Ademas, esta figura muestra la puntuacion
acumulada, que se calculdé sumando las puntuaciones de las pruebas realizadas en los Ejemplos 9.2.5-9.2.6. Las
puntuaciones que se muestran son de los numeros 65-95 de las parejas de proteinas de la linea germinal sometidas
a ensayo. Aqui, VL significa VA.

Figuras 61A-D parejas de proteinas de la linea germinal de realizaciones de la invencién se mostraron sobre fagos
y se seleccionaron frente a Frizzled-4 Fc, GFP o la fusién erbB4/Her4_Fc. Esta figura muestra las subcolecciones
utilizadas, el antigeno contra el que se realiza la seleccion, el nimero de clones escrutados, los aciertos positivos de
ELISA y el numero de anticuerpos unicos. Aqui, VL significa VA.
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Figuras 62A-C muestra las IgGs de subcolecciones seleccionadas contra a la fusion rhErbB4/Her4_Fc, la fusion
rhFZD-4 Fc y eGFP, como se describe en el Ejemplo 11. Las figuras muestran la subcoleccion a partir de la cual se
identifico cada anticuerpo, el antigeno, la longitud de la CDR-H3 y CDR-L3, el pi de IgG1, el rendimiento de la expre-
sion de IgG1 (mg/L), la estabilidad térmica de IgG1 y el contenido monomeérico (% de mondmero) determinado por
SEC. Aqui, VL significa VA.

DESCRIPCION DETALLADA
Definiciones
Para facilitar la comprension de la invencion, se proporcionan las siguientes definiciones e ilustraciones.

"Base de datos o soporte legible" tal como se usa en el presente documento, se refiere a cualquier formato para el
almacenamiento de datos de la secuencia y, por lo tanto, cualquier recogida de informacion, tal como un archivo de
una base de datos, una tabla de busqueda, una hoja de calculo Excel o similar. En ciertas realizaciones, la base de
datos esta almacenada en forma electronica, tal como un dispositivo de memoria legible por ordenador. Esto incluye
medios, tales como un servidor, un cliente, un disco duro, un CD, un DVD, un asistente digital personal, como un
Palm Pilot, una cinta, un disco zip, la memoria ROM interna del ordenador (del inglés, “read-only-memory”) o internet
o la red mundial. Otros medios para el almacenamiento de archivos accesibles con un ordenador seran obvios para
un experto en la técnica.

"in silico" se refiere a manipulaciones, analisis o disefios realizados en un ordenador, pero también se pueden reali-
zar igualmente en papel o mentalmente.

El término "anticuerpo” tal y como se usa en el presente documento, incluye anticuerpos completos. Un anticuerpo
puede ser policlonal, policlonal purificado por afinidad, monoclonal, humano, de murido o de roedor, quimérico, de
camélido o anticuerpos humanizados. Un anticuerpo puede pertenecer a cualquiera de las clases de anticuerpos,
tales como IgG, 1gG1, 1gG2, 1gG3, IgG4, IgA (incluyendo las subclases humanas IgA1 e IgA2), IgD, IgE o IgM. Un
"anticuerpo” es una proteina que comprende al menos dos cadenas pesadas (H) y dos cadenas ligeras (L) interco-
nectadas con enlaces disulfuro.

La expresion "fragmento” o “fragmento funcional" tal y como se usa en el presente documento, incluye cualquier
fragmento que se une a antigeno, tal como Fab, F(ab")2, Fab', Fv, scFv, cadenas Unicas que incluyen una porcion
Fc, nanocuerpos y otras estructuras similares a anticuerpos que tienen entramados distintos de las regiones estruc-
turales variables. La expresion "fragmento funcional” incluye, pero no se limita a cualquier porcién de un anticuerpo,
que conserva la capacidad de unirse a un antigeno de interés.

Tal y como se emplea en esta memoria, el término "afinidad" se refiere a la fuerza de la interaccion entre un anti-
cuerpo y un antigeno en los sitios antigénicos. Dentro de cada sitio antigénico, la region variable del anticuerpo in-
teracciona a través de fuerzas no covalentes con un antigeno en numerosos sitios; cuantas mas interacciones hay,
mayor es la afinidad. Tal y como se emplea en el presente documento, la expresion "afinidad elevada" hacia un
anticuerpo o un fragmento funcional del mismo, tal como un anticuerpo IgG, se refiere a un anticuerpo que tiene una
KD de 108 M o menor, 10° M o menor 0 10" M o menor 0 10" M o menor o 1072 M o menor hacia un antigeno
diana. Sin embargo, una unién de "afinidad elevada" puede variar para otros isotipos de anticuerpos. Por ejemplo,
una union de "afinidad elevada" para un isotipo IgM se refiere a un anticuerpo que tiene una KD de 10" M o menor,
010® M o menor.

El término "Kasoc." o "Ka", tal y como se usa en el presente documento, es para referirse a la constante de la tasa
de asociacion de una interaccion anticuerpo-antigeno particular, mientras que el término "Kdis" o "Kd", tal y como se
usa en el presente documento, es para referirse a la constante de la tasa de disociacién de una interaccién anticuer-
po-antigeno particular. El término "KD", tal y como se usa en el presente documento, es para referirse a la constante
de disociacion en equilibrio, que se obtiene a partir de la relacién entre Kd y Ka (es decir, Kd/Ka) y se expresa como
una concentracion molar (M). Los valores de KD para anticuerpos se pueden determinar usando métodos bien esta-
blecidos en la técnica. Un método para determinar la KD de un anticuerpo es mediante el uso de resonancia de
plasmon superficial, o utilizando un sistema biosensor tal como un sistema Biacore®.

La expresion "anticuerpo quimérico" es una molécula de anticuerpo en la que (a) la region constante, o una porcion
de la misma, se altera, se sustituye o se intercambia de modo que el sitio de union al antigeno (region variable) esta
ligado a una region constante de una clase, una funcién efectora y/o una especie diferente o alterada.

El término "isotipo" se refiere a la clase de anticuerpo (por ejemplo, IgM, IgE, IgG tal como IgG1, IgG2 o IgG4) que
es proporcionada por los genes de la region constante de la cadena pesada. El isotipo también incluye versiones
modificadas de una de estas clases, en donde se han realizado modificaciones para alterar la funcién de Fc, por
ejemplo, para aumentar o reducir funciones efectoras o la unién a los receptores Fc.

La expresion "linea germinal" significa la secuencia de acidos nucleicos que codifica anticuerpos o fragmentos fun-
cionales de los mismos que se transmite de padres a hijos.
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La expresion "secuencia de proteinas de la linea germinal" o “secuencia de aminoacidos de la linea germinal” signifi-
ca a) la secuencia de aminoacidos de una region variable de un anticuerpo o de un fragmento funcional del mismo,
codificada por un gen de la linea germinal, b) la secuencia de aminoacidos codificada por una secuencia de acidos
nucleicos modificada que codifica una regién variable de un anticuerpo o un fragmento funcional del mismo que tiene
la misma secuencia de aminoacidos que una regién variable de un anticuerpo o un fragmento funcional del mismo
codificado por un gen de la linea germinal, en donde la secuencia de acidos nucleicos esta modificada, por ejemplo,
mediante la optimizacion de codones, la adicion de sitios de restriccién deseados, un contenido optimizado en GC, la
eliminacién de sitios de corte y empalme de ARNm no deseados o la eliminacion de motivos de inestabilidad del
ARNmM, o c¢) una secuencia de aminoacidos codificada por un gen de la linea germinal, pero con mutaciones puntua-
les en la secuencia de aminoacidos, tales como, con el fin de eliminar una cisteina no deseada o la introduccion de
sitios de restriccion deseados, por ejemplo, Bbsl, o que es el resultado de errores en la sintesis, la amplificacion o la
clonacion. Ejemplos de "secuencias de proteinas de la linea germinal" o "secuencias de aminoacidos de la linea
germinal” se muestran en las Figuras 6-8 y 25-33. Ademas, "secuencia de proteinas de la linea germinal" o "secuen-
cia de aminoacidos de la linea germinal” incluyen las estructuras artificiales tal y como se preparan en el Ejemplo 5,
que comprenden

a) para VH: secuencia lider (phoA modificada que incorpora un sitio RE Nhel como se muestra en la Tabla 1);
FR1, CDR1, FR2, CDR2 y FR3 de la linea germinal (que incorporan un sitio RE BssHIl (GCGCGC) como se
muestra en la Fig. 1); CDR-H3 (WGGDGFYAMDY) (SEQ ID NO: 1) del anticuerpo 4D5 como se emplea en
Ewert S. et al., J. Mol. Biol. (2003) 325, 531-553; y JH4 FR4 (que incorpora un sitio RE Xhol (CTCGAG) como
se muestra en la Fig. 1);

b) para Vk: secuencia lider (ompA que incorpora el sitio RE Ndel como se muestra en la Tabla 2); FR1, CDR1,
FR2, CDR2 y FR3 de la linea germinal (que incorporan un sitio RE Bbsl (GAAGAC) como se muestra en la Fig.
1), CDR-L3 similar a kappa (QQHYTTPPT) (SEQ ID NO: 2) de acuerdo con Ewert S. et al., J. Mol. Biol. (2003)
325, 531-553; y Jk1 FR4 (que incorpora un sitio RE Kpnl (GGTACC) como se muestra en la Fig. 1); y

c) para VA: secuencia lider (ompA que incorpora el sitio RE Ndel como se muestra en la Tabla 2); FR1, CDR1,
FR2, CDR2 y FR3 de la linea germinal (que incorporan un sitio RE Bbsl (GAAGAC) como se muestra en la Fig.
1), CDR-L3 similar a lambda (QSYDSSLSGVV) (SEQ ID NO: 3) de acuerdo con Ewert S. et al., J. Mol. Biol.
(2003) 325, 531-553; y JI2/3 FR4 (que incorpora un sitio RE Kpnl/Acc65] (GGTACC) como se muestra en la
Fig. 1).

Las "secuencias de proteinas de la linea germinal" o "secuencias de aminoacidos de la linea germinal" de los anti-
cuerpos codificados por los genes de la linea germinal se describen en las siguientes publicaciones, para VH: To-
mlinson et al., (1992), "The Repertoire of Human Germline Vh Sequences Reveals about Fifty Groups of Vh Seg-
ments with Different Hypervariable Loop" J. Mol. Biol. 227, 776-798; Matsuda et al. (1998), "The complete nucleotide
sequence of the human immunoglobulin heavy chain variable region locus" J Exp Med 188(11):2151-62; y LeFranc
MP (2001) "Nomenclature of the human immunoglobulin heavy (IGH) genes." Exp Clin Immunogenet. 18(2):100-16;
para VA: Kawasaki et al., (1997) "One-Megabase Sequence Analysis of the Human immunoglobulin lambda Gene
Locus" Genome Research 7(3):250-61; Frippiat et al., (1995) "Organization of the human immunoglobulin lambda
light-chain locus on chromosome 22g11.2" Hum. Mol. Genet., 4, 983-991; y LeFranc MP (2001) "Nomenclature of the
human immunoglobulin lambda (IGL) genes. Exp Clin Immunogenet.; 18:242-254; y para Vk: Schable y Zachau
(1993), "The variable genes of the human immunoglobulin kappa locus," Biol. Chem Hoppe Seyler. 374(11):1001-22;
Brensing-Kippers et al. (1997), "The human immunoglobulin kappa locus on yeast artificial chromosomes (YACs)"
Gene. 191(2):173-81; Kawasaki et al. (2001), "Evolutionary dynamics of the human immunoglobulin kappa locus and
the germline repertoire of the Vkappa genes" Eur J Immunol 31(4):1017-28; y Lefranc MP (2001) "Nomenclature of
the human immunoglobulin kappa (IGK) genes" Exp Clin Immunogenet., 18, 161-174, las cuales se incorporan todas
ellas en este documento como referencia en su totalidad.

En algunas partes de la memoria descriptiva, por ejemplo, la Figura 5, la nomenclatura de los genes de la linea ger-
minal del dominio variable utilizados dentro de la presente solicitud son IMGT, como se describe en las publicacio-
nes de LeFranc et al. citadas en el parrafo anterior. Con respecto a la nomenclatura, "VH" e "IGHV" significan domi-
nio variable de la cadena pesada, en donde la numeracion de los genes es IMGT; "VL", "VA" e "IGLV" significan
dominio variable de la cadena ligera lambda, en donde la numeracién de los genes es IMGT y "Vk", "VK" e "IGKV"
significan dominio variable de la cadena ligera kappa, en donde la numeracion de los genes es IMGT. Alternativa-
mente, "VL" se puede utilizar en el sentido de cadena ligera variable, incluyendo Vk y VA.

La expresion "secuencia de genes de la linea germinal” significa a) la secuencia de acido nucleico de un gen de la
linea germinal que codifica una region variable de un anticuerpo o de un fragmento funcional del mismo, o b) una
secuencia de acido nucleico modificada que codifican una regién variable de un anticuerpo o de un fragmento fun-
cional del mismo que tiene la misma secuencia de aminoacidos que una region variable de un anticuerpo codificado
por un gen de la linea germinal, en donde la secuencia de acido nucleico esta modificada, por ejemplo, mediante la
optimizacién de codones, la adicién de sitios de restriccion deseados, un contenido en GC optimizado, la eliminacién
de sitios de corte y empalme no deseados o la eliminacion de motivos de inestabilidad del ARNm.
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La expresion "pareja(s) de genes de la linea germinal” significa la pareja de secuencias de acido nucleico, y su gen
de la linea germinal correspondiente, que codifica una cadena pesada variable y una cadena ligera variable de un
anticuerpo o de un fragmento funcional del mismo. Por ejemplo, una pareja de genes de la linea germinal podria ser
VH3-23/Vk1-5, en donde el anticuerpo codificado por VH3-23/Vk1-5 comprende una cadena pesada variable, o una
porcién de la misma, codificada por el gen de la linea germinal VH3-23 y una cadena ligera variable, o una porcion
de la misma, codificada por el gen de la linea germinal Vk1-5.

La expresion "pareja de proteinas de la linea germinal” significa un anticuerpo o un fragmento funcional del mismo,
en el que la cadena pesada variable, o una porcién de la misma, y la cadena ligera variable, o una porcion de la
misma, a) estan codificadas cada una por un gen especifico de la linea germinal, o b) estan codificadas cada una
por una secuencia de acido nucleico modificada que codifica una region variable de un anticuerpo o de un fragmento
funcional del mismo que tiene la misma secuencia de aminoacidos que una region variable de un anticuerpo codifi-
cado por el gen especifico de la linea germinal, en donde la secuencia de acido nucleico esta modificada, por ejem-
plo, mediante la optimizacién de codones, la adicion de sitios de restriccion deseados, un contenido mejorado en
GC, la eliminacion de sitios de corte y empalme de ARNm no deseados o la eliminacién de motivos de inestabilidad
del ARNm, o c) cada una comprende una secuencia de aminoacidos codificada por un gen de la linea germinal, pero
con mutaciones puntuales en la secuencia de aminoacidos, como con el fin de eliminar una cisteina no deseada, o la
introduccion de sitios de restriccion deseados, por ejemplo Bbsl, o que es el resultado de errores en la sintesis, la
amplificacion o la clonacion. Por ejemplo, una pareja de proteinas de la linea germinal podria ser el anticuerpo o un
fragmento funcional codificado por VH3-23/Vk1-5, en donde el anticuerpo comprende una cadena pesada variable, o
una porcion de la misma, codificada por el gen de la linea germinal VH3-23 y una cadena ligera variable, o una por-
cion de la misma, codificada por el gen de la linea germinal Vk1-5. Una "pareja de proteinas de la linea germinal”
incluye las estructuras artificiales preparadas como en el Ejemplo 5, que comprenden

a) para VH: secuencia lider (phoA modificada que incorpora un sitio RE Nhel como se muestra en la Tabla 1);
FR1, CDR1, FR2, CDR2 y FR3 de la linea germinal (que incorporan un sitio RE BssHIl (GCGCGC) como se
muestra en la Fig. 1); CDR-H3 (WGGDGFYAMDY) (SEQ ID NO: 1) del anticuerpo 4D5 como se emplea en
Ewert S. et al., J. Mol. Biol. (2003) 325, 531-553; y JH4 FR4 (que incorpora un sitio RE Xhol (CTCGAG) como
se muestra en la Fig. 1);

b) para Vk: secuencia lider (ompA que incorpora el sitio RE Ndel como se muestra en la Tabla 2); FR1, CDR1,
FR2, CDR2 y FR3 de la linea germinal (que incorporan un sitio RE Bbsl (GAAGAC) como se muestra en la Fig.
1), CDR-L3 similar a kappa (QQHYTTPPT) (SEQ ID NO: 2) de acuerdo con Ewert S. et al., J. Mol. Biol. (2003)
325, 531-553; y Jk1 FR4 (que incorpora un sitio RE Kpnl/Acc65] (GGTACC) como se muestra en la Fig. 1); y

c) para VA: secuencia lider (ompA que incorpora el sitio RE Ndel como se muestra en la Tabla 2); FR1, CDR1,
FR2, CDR2 y FR3 de la linea germinal (que incorporan un sitio Bbsl RE (GAAGAC) como se muestra en la Fig.
1), CDR-L3 similar a lambda (QSYDSSLSGVV) (SEQ ID NO: 3) de acuerdo con Ewert S. et al., J. Mol. Biol.
(2003) 325, 531-553; y la JI12/3 FR4 (que incorpora un sitio RE Kpnl/Acc65] (GGTACC) como se muestra en la
Fig. 1).

El término "pareja de la cadena pesada variable y la cadena ligera variable" o "pareja de VH/VL" significa la combi-
nacion de una cadena pesada variable y una cadena ligera variable. Un anticuerpo y un fragmento funcional, por
ejemplo, un Fab, comprende al menos una cadena pesada variable unida a una cadena ligera variable, que forman
la region de unidn a antigeno. Un ejemplo, de una pareja de la cadena pesada variable y la cadena ligera variable es
el anticuerpo o un fragmento funcional o una porciéon del mismo, que comprende secuencias de aminoacidos de la
linea germinal de VH3-23/Vk1-5 o codificadas por los genes de la linea germinal VH3-23/Vk1-5, en donde el anti-
cuerpo comprende una cadena pesada variable o una porcién de la misma, que comprende secuencias de aminoa-
cidos de la linea germinal de VH3-23 o codificadas por el gen VH3-23 de la linea germinal y una cadena ligera varia-
ble o una porcién de la misma, que comprende secuencias de aminoacidos de la linea germinal de Vk1-5, o codifi-
cadas por el gen Vk1-5 de la linea germinal.

La expresion "sustancialmente la totalidad" significa al menos 90%. Por ejemplo, sustancialmente la totalidad de los
anticuerpos o fragmentos funcionales comprende regiones estructurales de la cadena pesada variable y de la cade-
na ligera variable que comprenden secuencias de aminoacidos de la linea germinal de una pareja de proteinas de la
linea germinal que tienen ciertas propiedades, significa que al menos el 90% de los anticuerpos o fragmentos com-
prenden regiones estructurales de la cadena pesada variable y de la cadena ligera variable, que comprenden se-
cuencias de aminoacidos de la linea germinal de una pareja de proteinas de la linea germinal que tiene tales propie-
dades.

Las secuencias de JH4 para regiones de la cadena pesada variable, Jk1 para regiones de la cadena ligera variable
K, Y JA2/3 para regiones de la cadena ligera A variable se describen en las siguientes publicaciones: Scaviner et al.,
(1999), "Protein displays of the human immunoglobulin heavy, kappa and lambda variable and joining regions" Exp
Clin Immunogenet. 16(4):234-40; para JH: Ravetch et al., (1981), "Structure of the human immunoglobulin mu locus:
characterization of embryonic and rearranged J and D genes". Cell 27 (3 pt 2): 583-91; para JK: Hieter et al. (1982),
"Evolution of human immunoglobulin kappa J region genes". J Biol Chem 257(3):1516-22; para JL: Kawasaki et al.,
(1997) "One-Megabase Sequence Analysis of the Human immunoglobulin lambda Gene Locus" Genome Research
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7(3):250-61 que se incorporan en este documento como referencia en su totalidad. La secuencia de aminoacidos de
JH4 es (YFDYWGQGTLVTVSS) (SEQ ID NO: 4); la secuencia de aminoacidos de Jk1 es (WTFGQGTKVEIK) (SEQ
ID NO: 5); y la secuencia de aminoacidos de JA2/3 es (VVFGGGTKLTVL) (SEQ ID NO: 6).

La expresion "dominio/region variable (VH o VL)" significa la region de una inmunoglobulina que comprende uno o
varios dominios de Ig codificados sustancialmente por cualquiera de los acidos nucleicos de VL (incluyendo VK y
VA), VH, JL (incluyendo Jk y JA) y JH que componen los loci genéticos de la inmunoglobulina de cadena ligera (in-
cluyendo kK y A) y de cadena pesada, respectivamente. Una region variable de cadena ligera o pesada (VL y VH) se
compone de una region "estructural" o "FR" intercalada con tres regiones hipervariables denominadas "regiones
determinantes de complementariedad" o "CDRs". La extensién de la region estructural y las CDRs se ha definido
con precision, véase Kabat, 1991, J. Immunol., 147, 915-920; Chothia & Lesk, 1987, J. Mol. Biol. 196: 901-917;
Chothia et al., 1989, Nature 342: 877-883; Al-Lazikani et al., 1997, J. Mol. Biol. 273: 927-948); véase también
http://www.bioc.uzh.ch/antibody/Numbering/NumFrame.html (que muestra las convenciones sobre la numeracion
bien conocida de aminoacidos de anticuerpos y la ubicacion de las CDRs y las regiones estructurales), y que se
utiliza en las Figuras 25-36.

La expresion "region estructural” significa la parte de dominio variable que sirve como entramado para los bucles de
union al antigeno. Ejemplos de las regiones estructurales incluyen FR1, FR2, FR3 y FR4 de cualquiera de las cade-
nas ligera variable o pesada variable.

La expresion "region determinante de la complementariedad" o "CDR" significa bucles de unién a antigeno. Cada
uno de los dos dominios variables de un fragmento Fv de anticuerpo contiene tres CDRs. Las regiones determinan-
tes de complementariedad incluyen CDR1, CDR2 y CDR3 de cualquiera de las cadenas ligera variable o pesada
variable.

La expresion "repertorio inmune humano" significa un repertorio de los acidos nucleicos aislados a partir de linfocitos
B del sistema inmune de un ser humano. Un repertorio puede ser el de un individuo o una poblacién, y puede prove-
nir de linfocitos B no activados y/o de linfocitos B con experiencia con antigenos. La presente invencion es suscepti-
ble de determinar un repertorio inmune a partir de un solo individuo, siempre que se obtengan suficientes linfocitos
B. Preferiblemente, el repertorio inmune se obtiene a partir de multiples individuos para evitar sesgos de la muestra.
Un ejemplo de un repertorio inmune humano se describe en los Ejemplos 2-3

Un "antigeno" y un "inmundgeno” se definen como cualquier molécula a la que se une especificamente un anticuer-
po.

La expresion "especifico de un agente inmundgeno" significa la asociacion especifica entre un anticuerpo y una
molécula correspondiente. La especificidad se puede determinar por los métodos que se describen en el Ejemplo 11,
tales como ELISA y/o Biacore.

Una "diversificacion de la CDR" o "CDR diversificada" se obtiene mediante la variaciéon de la composicién de ami-
noacidos dentro de una CDR. Una CDR diversificada se puede encontrar en una coleccion de anticuerpos o frag-
mentos que tienen una o varias regiones estructurales idénticas, por ejemplo, regiones estructurales de la linea
germinal, en donde los anticuerpos o fragmentos tienen CDR3s que comprenden secuencias de aminoacidos dife-
rentes. Las CDRs diversificadas pueden obtenerse por cualquier método conocido por un experto en la técnica,
incluyendo los métodos descritos por los siguientes documentos: W09708320, Patente de EE.UU. n°® 6.300.064,
WO02008053275, US 12/158.181, WO07056441, US60/806602, W02009036379, US 60/993785, W0O2009114815,
12/922.153, W0O020617071, US12/762.051. Las CDRs son conocidas en general, por ser regiones de unién a in-
munogeno, por lo tanto al tener colecciones que comprenden miembros que representan una gran diversidad dentro
de las CDRs, en particular CDR3, aumenta la posibilidad de que una coleccién comprenda anticuerpos o fragmentos
de los mismos que tengan especificidad y propiedades 6ptimas para cualquier inmundgeno.

El término "variante" se refiere a un anticuerpo o un fragmento que tiene una secuencia de aminoacidos diferente de
otro anticuerpo o fragmento. El término "variante" incluye anticuerpos o fragmentos que son esencialmente idénticos
en la secuencia de las regiones estructurales, pero que tienen diferentes secuencias de aminoacidos en una region
CDR, por ejemplo, CDR3. Las variantes de una pareja de la cadena pesada variable y de la cadena ligera variable,
tienen esencialmente la misma secuencia de aminoacidos dentro de las regiones estructurales, pero tienen diferen-
tes secuencias de aminoacidos dentro de la region CDR3.

El término "sintesis" o "sintetizado" significa la sintesis de genes, en donde secuencias de acidos nucleicos se sinte-
tizan en ADN fisico, que comprende polinucleétidos. La sintesis convencional de ADN comprende la sintesis de
nucledtidos aislados, en donde se generan oligonucledtidos de cadena sencilla y, a continuacion los oligonucleétidos
solapantes se ligan usando un ensamblaje de tipo PCR. Empresas, tales como por ejemplo, Sloning (Puchheim,
Alemania), Geneart (Regensburg, Alemania), DNA2.0 (Menlo Park, CA, EE.UU.), Entelechon (Regensburg, Alema-
nia) y Genscript (Piscataway, NJ EE.UU.) ofrecen tecnologia de sintesis de genes. Sloning, por ejemplo, utiliza un
conjunto de nucledtidos en tripletes bicatenarios prefabricados.
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El término "sintético" describe una molécula que se produce fuera del cuerpo humano por sintesis o que se sintetiza,
por ejemplo, ADN. El término "sintético" también describe una proteina, por ejemplo, un anticuerpo o un fragmento
que se traduce a partir de una molécula de ADN sintético.

El término "coleccion” o "genoteca" significa al menos dos miembros. El término "miembro" incluye, pero no se limita
a acidos nucleicos que codifican anticuerpos o fragmentos de los mismos o a los mismos anticuerpos o sus fragmen-
tos.

La expresién "acido nucleico" se usa en el presente documento de forma intercambiable con el término "polinucledti-
do" o “ADN” y se refiere a desoxirribonucleétidos o ribonucledtidos y polimeros de los mismos, ya sea en forma mo-
nocatenaria o bicatenaria. La expresion incluye acidos nucleicos que contienen analogos de nucleétidos conocidos o
residuos o enlaces modificados de la estructura principal, que son sintéticos, de origen natural y no natural, que
tienen propiedades de unidn similares al acido nucleico de referencia. Ejemplos de tales analogos incluyen, sin limi-
tacion, fosforotioatos, fosforamidatos, fosfonatos de metilo, fosfonatos de metilo quirales, 2-O-metil ribonucleétidos y
acidos péptido-nucleicos (PNAS).

A menos que se indique lo contrario, una secuencia de acido nucleico particular incluye también implicitamente va-
riantes de la misma modificadas de manera conservadora, (por ejemplo, sustituciones de codones degenerados) y
secuencias complementarias, asi como la secuencia indicada explicitamente. Especificamente, como se detalla a
continuacion, las sustituciones de codones degenerados se pueden conseguir generando secuencias en las que se
sustituye la tercera posicion de uno o varios codones seleccionados (o todos) con residuos de bases mixtas y/o
desoxiinosinas (Batzer et al., Nucleic Acid. Res. 19:5081, 1991; Ohtsuka et al., J. Biol. Chem. 260:2605-2608, 1985;
y Rossolini et al., Mol. Cell. Probes 8:91-98, 1994).

Tal y como se utiliza en esta memoria, la expresion "codones optimizados" u "optimizacion de codones" significa que
una secuencia de nucledtidos ha sido alterada de modo que incluye codones que son preferidos en un sistema de
produccion determinado, por ejemplo, una célula u organismo. La secuencia de nucleétidos optimizada esta disefia-
da genéticamente para conservar la secuencia de aminoacidos codificada originalmente por la secuencia de nucle6-
tidos de partida. Ademas, la secuencia de nucleétidos se puede disefiar para que esté desprovista completamente o
tanto como sea posible de motivos inhibidores, sitios de corte y empalme del ARNm, motivos de inestabilidad del
ARNm vy sitios de restriccion indeseados. También se puede optimizar el contenido en GC, los sitios de restriccion
deseados y otros parametros. Las secuencias se pueden optimizar para la expresion en diferentes hospedadores,
incluyendo células bacterianas o eucariotas, especificamente células de mamifero. Las secuencias de aminoacidos
codificados por secuencias de nucleétidos optimizadas también se pueden denominar optimizadas.

El término "aminoacido" se refiere a aminoacidos presentes en la naturaleza y sintéticos, asi como a analogos de
aminoacidos y a miméticos de aminoacidos que actdan de una manera similar a los aminoacidos de origen natural.
Aminoacidos de origen natural son los codificados por el cédigo genético, asi como aquellos aminoacidos que se
modifican posteriormente, por ejemplo, hidroxiprolina, y-carboxiglutamato y O-fosfoserina. Analogos de aminoacidos
se refiere a compuestos que tienen la misma estructura quimica basica que un aminoacido de origen natural, es
decir, un carbono alfa que esta unido a un hidrégeno, un grupo carboxilo, un grupo amino y un grupo R, por ejemplo,
homoserina, norleucina, sulféxido de metionina, metionina metil sulfonio. Tales analogos tienen grupos R modifica-
dos (por ejemplo, norleucina) o estructuras principales peptidicas modificadas, pero conservan la misma estructura
quimica basica que un aminoacido de origen natural. Miméticos de aminoacidos se refiere a compuestos quimicos
que tienen una estructura que es diferente de la estructura quimica general de un aminoacido, pero que actiuan de
una manera similar a un aminoacido de origen natural.

Los términos "polipéptido" y "proteina" se utilizan indistintamente en este documento para referirse a un polimero de
residuos de aminoacidos.

Los términos "idéntico" en el contexto de dos 0 mas secuencias de acidos nucleicos o polipeptidicas, se refieren a
dos 0 mas secuencias o subsecuencias que son la misma.

El término "vector" se refiere a una molécula de polinucleétido capaz de transportar otro polinucleétido al que esta
ligado. Los vectores preferidos son aquellos capaces de una replicacion auténoma y/o de una expresion de acidos
nucleicos a los que estan ligados. Los vectores capaces de dirigir la expresion de acidos nucleicos a los que estan
ligados funcionalmente se denominan en esta memoria "vectores de expresion”. Un tipo de vector es un "plasmido”,
que se refiere a un bucle de ADN bicatenario circular al que se pueden ligar segmentos de ADN adicionales. Otro
tipo de vector es un vector virico, en el que se pueden ligar segmentos de ADN adicionales dentro del genoma viri-
co. Ciertos vectores son capaces de una replicaciéon autdbnoma en una célula hospedadora en la que se introducen
(por ejemplo, vectores bacterianos que tienen un origen de replicacion bacteriano y vectores de mamifero). Otros
vectores se pueden integrar en el genoma de una célula hospedadora después de la introduccién en la célula hos-
pedadora, y de ese modo se replican junto con el genoma del hospedador. Ademas, ciertos vectores son capaces
de dirigir la expresion de genes a los que estan ligados funcionalmente. Tales vectores se denominan en esta me-
moria "vectores de expresion recombinantes" (o simplemente, "vectores de expresion"). En general, los vectores de
expresion de utilidad en las técnicas de ADN recombinante estan frecuentemente en forma de plasmidos. Los vecto-
res pueden ser compatibles con células eucariotas o procariotas. En la presente memoria descriptiva, "plasmido” y
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"vector" pueden usarse indistintamente ya que el plasmido es la forma de vector empleada mas comidnmente. Sin
embargo, la invencién se entiende que incluye otras formas de este tipo de vectores de expresion, tales como vecto-
res viricos (por ejemplo, retrovirus, adenovirus y virus adenoasociados con replicacion defectuosa), que sirven para
funciones equivalentes.

Los vectores incluyen tipicamente un replicon procariota que puede incluir un promotor procariota capaz de dirigir la
expresion (transcripcion y traduccion) de los homadlogos que codifican VH y/o VL en una célula hospedadora bacte-
riana, tal como Escherichia coli transformada con el mismo. Adicionalmente, los vectores incluyen vectores de ex-
presion de IgG para uso en células de mamifero, por ejemplo, véanse las Figuras 13-15. Un promotor es un elemen-
to de control de la expresion formado por una secuencia de ADN que permite la union de una ARN polimerasa y que
tenga lugar la transcripcion. Las secuencias de promotores compatibles con hospedadores bacterianos se propor-
cionan tipicamente en vectores plasmidicos que contienen sitios de restriccién convenientes para la insercion de un
segmento de ADN. Ejemplos de tales plasmidos de vectores incluyen pUCS8, pUC9, pBR322 y pBR329, pPL y
pKK223, disponibles comercialmente.

Un "vector de presentacion” incluye una secuencia de ADN que tiene la capacidad de dirigir la replicacién y el man-
tenimiento de la molécula de ADN recombinante extracromosémicamente en una célula hospedadora, tal como una
célula hospedadora bacteriana, transformada con el mismo. Tales secuencias de ADN son bien conocidas en la
técnica. Los vectores de presentacion pueden ser, por ejemplo, vectores de fagos o vectores fagémidos procedentes
de la clase fd, M13 o bacteriéfago filamentoso fl. Tales vectores son capaces de facilitar la presentacién de una
proteina, incluyendo, por ejemplo, una proteina de unién o un fragmento de la misma, en la superficie de un bacte-
ri6fago filamentoso. Vectores de presentacion adecuados para su presentacion en fagos, ribosomas, ADN, células
bacterianas o células eucariotas, por ejemplo, levadura o células de mamifero, también son conocidos en la técnica,
por ejemplo, como son los vectores viricos o vectores que codifican proteinas quiméricas.

La expresion "célula hospedadora recombinante” (o simplemente "célula hospedadora") se refiere a una célula en la
que se ha introducido un vector de expresion recombinante. Se debe entender que tales expresiones se refieren no
solo a la célula objeto en particular sino a la progenie de tal célula. Debido a que pueden producirse ciertas modifi-
caciones en generaciones sucesivas debido a una mutacion o a influencias ambientales, dicha progenie puede ser
que de hecho no sea idéntica a la célula progenitora, pero se sigue incluyendo dentro del alcance de la expresion
"célula hospedadora" tal y como se usa en el presente documento. Las células hospedadoras tipicas son procariotas
(tales como bacterias, incluyendo pero no limitadas a E. coli) o eucariotas (que incluyen levadura, células de mami-
fero y otras). Las células bacterianas son células hospedadoras procariotas preferidas y tipicamente son una cepa
de Escherichia coli (E. coli), tal como, por ejemplo, la cepa de E. coli DH5 disponible en Bethesda Research Labora-
tories, Inc., Bethesda, Md. Las células hospedadoras eucariotas preferidas incluyen células de levadura y de mami-
fero incluyendo muridos y roedores, preferiblemente células de vertebrados tales como las de ratéon, rata, mono o
una linea de células humanas, por ejemplo, células HKB11, células PERC.6 o células CHO.

La introduccion de vectores en células hospedadoras se puede realizar mediante una serie de métodos de transfor-
macion o transfeccién conocidos por los expertos en la técnica, que incluyen precipitacion con fosfato de calcio,
electroporacion, microinyeccion, fusion de liposomas, fusion de eritrocitos sin nucleo, fusion de protoplastos, infec-
cion virica y similares. La produccion de anticuerpos monoclonales de longitud completa, fragmentos Fab, fragmen-
tos Fv y fragmentos scFv es bien conocida.

La transformaciéon de los hospedadores celulares apropiados con una molécula de ADN recombinante se lleva a
cabo por métodos que dependen tipicamente del tipo de vector y las células utilizadas. Con respecto a la transfor-
macion de las células hospedadoras procariéticas, véase, por ejemplo, Cohen et al., Proceedings National Academy
of Science, USA, Vol. 69, P. 2110 (1972); y Maniatis et al., Molecular Cloning, a Laboratory Manual, Cold spring
Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y. (1982). Con respecto a la transformacion de células de vertebrados con
vectores retrovirales que contienen ADNr, véase, por ejemplo, Sorge et al., Mol. Cell. Biol., 4:1730-1737 (1984);
Graham et al., Virol., 52:456 (1973); y Wigler et al., Proceedings National Academy of Sciences, USA, Vol. 76, P.
1373-1376 (1979).

eGFP (proteina fluorescente verde mejorada) tiene la siguiente secuencia de aminoacidos:
MSGSHHHHHHGTMVSKGEELFTGVVPILVELDGDVNGHKFSVSGEGEGDATY
GKLTLKFICTTGKLPVPWPTLVTTLTYGVQCFSRYPDHMKQHDFFKSAMPEGYVQ ERTIFFKDDGNYKTRAEVK-
FEGDTLVNRIELKGIDFKEDGNILGHKLEYNYNSHNVYI MADKQKNGIKVNFKIRHNIEDGSVQLAD-
HYQQNTPIGDGPVLLPDNHYLSTQSALS KDPNEKRDHMVLLEFVTAAGITLGMDELYKDI. Los aminoacidos subra-
yados y en cursiva representan el marcador His, y aquellos solamente subrayados representan la adicion de una
secuencia de reconocimiento de una enzima de restriccion.

Colecciones de anticuerpos o fragmentos de los mismos

La presente descripcion permite colecciones de anticuerpos o fragmentos funcionales de los mismos y los acidos
nucleicos que codifican tales anticuerpos o fragmentos que se pueden utilizar en la identificacion de anticuerpos
terapéuticos contra cualquier diana, en donde los anticuerpos o fragmentos tienen capacidad de desarrollo clinico,
son seguros y eficaces en los pacientes. Como base, los inventores consideran que las parejas de genes de la linea
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germinal de la cadena pesada variable y la cadena ligera variable abundantes en el repertorio inmune humano (tales
como, VH3-23/VK1-5) probablemente tienen propiedades biofisicas favorables que conduzcan a un desarrollo mas
eficiente y un aumento de la seguridad y la eficacia de los anticuerpos resultantes en los pacientes. Tales propieda-
des biofisicas favorables podrian incluir: a) una tasa de presentacion relativamente alta en el formato Fab; (b) un
rendimiento elevado de la expresion relativa de Fab; c) una estabilidad frente a la temperatura tanto en formato 1gG
como Fab; d) una estabilidad en suero bovino/ratén tanto en formato IgG como Fab; e) un rendimiento elevado de la
expresion de 1IgG1; e) un contenido monomeérico determinado por SEC (% de monémero) en formato IgG y Fab; y/o
f) un punto isoeléctrico (pi) elevado de IgG1.

Cada linfocito B codifica un anticuerpo, y cada anticuerpo comprende una cadena pesada variable y una cadena
ligera variable. Cada una de las cadenas pesadas variables y ligeras variables de un anticuerpo se puede alinear
con una secuencia de genes de la linea germinal (o secuencia de proteina de la linea germinal) con el fin de deter-
minar el origen del anticuerpo, es decir, a partir de qué gen de la linea germinal se han obtenido de la cadena pesa-
da variable y de la cadena ligera variable. Por lo tanto, para cada anticuerpo, se puede decir, que la cadena pesada
variable y la cadena ligera variable comprenden una pareja de genes de la linea germinal o una pareja de proteinas
de la linea germinal, por ejemplo, VH3-23 emparejado con VK1-5.

Con el fin de probar la hipotesis de que las parejas de proteinas de la linea germinal abundantes en el repertorio
inmune humano probablemente tienen propiedades biofisicas favorables, la primera etapa era identificar las parejas
de genes de la linea germinal de la cadena pesada variable y la cadena ligera variable (parejas de proteinas de la
linea germinal) presentes en el repertorio inmune humano. En algunos aspectos, los datos se obtienen a partir de
publicaciones disponibles al publico o bases de datos y de la toma de muestras de linfocitos B.

Se identificaron los siguientes articulos y se analizaron en detalle: Wardemann H. et al. (2003) Science 301, 1374-
1377 and any supporting tables; Yurasov S. et al. (2005) J. Exp. Med. 201, 703-712 y cualquier tabla de soporte;
Tsuiji M. et al. (2006) J. Exp. Med. 203, 393-401 y cualquier tabla de soporte; Yurasov S. et al. (2006) J. Exp. Med.
203, 2255-2262 y cualquier tabla de soporte, Tiller T. et al. (2007) Immunity 26, 205-213 y cualquier tabla de soporte,
y Mietzner B. et al. (2008) PNAS 105, 9727-9732 y cualquier tabla de soporte. Alternativamente, se pueden hacer
busquedas en bases de datos, tales como NCBI, usando Ig-Blast. En el afio 2005, la base de datos contenia al me-
nos 25.000 secuencias de anticuerpos humanos reorganizadas en formato FASTA. De las 22.500 entradas, 13.235
representaban secuencias de VH, 1506 representaban Vk y 2259 representaban VA.

En general, en las publicaciones disponibles al publico o bases de datos pertinentes, se siguieron los métodos si-
guientes: se aislaron linfocitos B a partir de donantes humanos, los linfocitos B se clasificaron para determinar su
estado de desarrollo o diferenciacion, se generaron ADNc y se amplificaron representando el ADN que codifica el
anticuerpo a partir de cada linfocito B, los ADNc se secuenciaron, los ADNc que codificaban la cadena pesada va-
riable y las cadenas ligeras variables se alinearon con las secuencias génicas conocidas de la linea germinal, y se
determind la pareja de genes de la linea germinal para cada linfocito B.

En algunas realizaciones, los datos se obtuvieron a partir de la toma de muestras y el aislamiento de linfocitos B
humanos, lo que comprendia un método similar al utilizado en las publicaciones. En estos aspectos, el método para
producir una coleccion de anticuerpos sintéticos o de fragmentos funcionales de los mismos, comprende la etapa de
obtener datos que comprenden las parejas de genes de la linea germinal de la cadena pesada variable y la cadena
ligera variable presentes en el repertorio inmune humano; en donde la etapa de obtencién comprende ademas las
etapas de aa) aislar linfocitos B humanos a partir de una muestra; ab) generar ADNc a partir de los linfocitos B; ac)
amplificar mediante PCR el ADNc procedente de los linfocitos B; ad) secuenciar los productos de la PCR; y ae) iden-
tificar los genes de la linea germinal de los productos de la PCR. Ambos conjuntos de datos proporcionaron las pare-
jas de genes de la linea germinal de la cadena pesada variable y la cadena ligera variable que estan presentes en el
repertorio inmune humano.

Empleando los datos de secuencias de anticuerpos, un experto en la técnica puede identificar familias y/o genes de
la linea germinal de cada dominio variable de VH, Vk y VA. Usando este enfoque, la prominencia de cada familia y/o
gen de la linea germinal de VH y VL, y/o la familia y/o gen de la linea germinal de cada pareja del dominio VH y VL,
puede ser determinada facilmente por un experto en la técnica.

Los datos no procesados obtenidos a partir de las publicaciones y los linfocitos B se agruparon, se analizaron y las
parejas de genes de la linea germinal de la cadena pesada variable y la cadena ligera variable presentes en el re-
pertorio inmune humano se clasificaron, en términos de cantidad de cada uno. A partir de estos datos era evidente
que ciertas parejas de genes de la linea germinal de la cadena pesada variable y la cadena ligera variable cadena
estan presentes con mas frecuencia que otras en el repertorio inmune humano. Se espera que esas parejas promi-
nentes tengan propiedades biofisicas superiores.

Como etapa siguiente, habia que determinar qué parejas de proteinas de la linea germinal se iban a someter a en-
sayo para estudiar las propiedades funcionales relevantes para la capacidad de desarrollo, ya que existen ~2500
parejas en el repertorio inmune humano. Una forma seria someter a ensayo las parejas de proteinas de la linea
germinal de la cadena pesada variable y la cadena ligera variable que aparecen con mas prominencia en el reperto-
rio inmune humano, por ejemplo, véase la Tabla 6. Se podrian seleccionar, por ejemplo, las mejores cuatrocientas
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parejas para las pruebas o seleccionar las parejas de proteinas de la linea germinal de la cadena pesada variable y
la cadena ligera variable presentes por encima de un cierto valor umbral. Este enfoque, sin embargo, requeriria la
sintesis y someter a ensayo un nimero muy grande de secuencias de parejas de proteinas de la linea germinal de la
cadena pesada variable y la cadena ligera variable; por lo tanto, este enfoque no seria muy eficaz.

Como metodologia alternativa, los inventores seleccionaron un subconjunto de las parejas de la linea germinal de la
cadena pesada variable y la cadena ligera variable que era representativo, reproducia con precision o incluia la
mayoria de las parejas prominentes procedentes del repertorio inmune humano. Esta metodologia se basaba, en
parte, en la observacion de que un pequefio nimero de genes de la linea germinal de la cadena pesada variable, la
cadena ligera k variable y la cadena ligera A variable, son dominantes en el repertorio inmune humano. Wildt et al. en
las paginas 895-896 describen este fendmeno. Wildt et al. también establecen que los segmentos de genes de la
cadena pesada y ligera expresados de forma frecuente, estan emparejados con frecuencia, y observaron que la
mitad de los emparejamientos sometidos a ensayo se correspondia solo con cinco parejas de la linea germinal. Por
lo tanto, un pequefio nimero de genes de la linea germinal de la cadena pesada y ligera prominentes, se puede
combinar para generar un grupo de parejas que son representativas del repertorio inmune humano.

Por lo tanto, se analizaron los datos no procesados para determinar los genes de la linea germinal de la cadena
pesada variable, la cadena ligera k variable y la cadena ligera A variable (no emparejadas) prominentes en el reper-
torio inmune humano. Las secuencias de proteinas de la linea germinal de la cadena pesada variable, la cadena
ligera k variable y la cadena ligera A variable se evaluaron entonces para determinar sus propiedades biofisicas
relevantes para el desarrollo. Las secuencias de proteinas de la linea germinal de la cadena pesada variable, la
cadena ligera K variable y la cadena ligera A variable se evaluaron in silico para estudiar las siguientes propiedades:
la longitud de las CDRs, el punto isoeléctrico (pl), el punto isoeléctrico preferido es 7,5 o superior ya que deberia
proporcionar estabilidad en un tampoén de formulaciéon con pH estandar 5,5 a pH 7, sitios de sitios potenciales de
modificaciones postraduccionales (PTMs) en las regiones determinantes de complementariedad (especificamente,
sitios de glicosilacion ligados a N (NxS o NxT) o modificaciones quimicas tales como la escision de Asp (frecuente-
mente en un DP), la isomerizacion de Asp (DD, DG), la desamidacion (NS, NG) que pueden tener lugar in vivo (en
suero) o después de un almacenamiento en tampon de formulacion y conducen a la pérdida de unién del antigeno),
la presencia de metioninas en las CDRs (pueden oxidarse cuando se exponen a un disolvente), la presencia de
cisteinas no apareadas (formaran enlaces disulfuro con cualquier otra cisteina no apareada, lo que conducira a una
reticulacion de las proteinas y/o a niveles de expresion mas bajos), desviaciones de la linea germinal, la presencia
de posibles epitopos de linfocitos T, y la tendencia a una agregacion tedrica.

Como se muestra en la Tabla 5 y las Figuras 2 y 3, en general, se seleccionaron las 20 mejores VH, las 8 mejores
VA 'y las 12 mejores VK para la sintesis, la combinacion y el analisis funcional subsiguiente. Las secuencias de genes
de la linea germinal se sintetizaron y después se combinaron con el fin de generar 400 parejas de proteinas de la
linea germinal que son representativas de las parejas de genes de la linea germinal encontradas en el repertorio
inmune, en donde cada una de las regiones variables tiene propiedades biofisicas favorables identificadas in silico.
Las 400 parejas de proteinas de la linea germinal de VH/VL se sometieron a ensayo para determinar las propieda-
des siguientes: a) presentacion relativa después de la produccion en fagos y ELISA para fagos en el formato Fab, b)
rendimiento de la expresion relativa de Fab después de la produccion de Fab en E. coli; lisis celular de E. coliy de-
teccion con ELISA del Fab producido; c) estabilidad frente a la temperatura de Fab después de la produccion de Fab
en E. coli, lisis celular de E. coli y deteccion cpm ELISA de Fab no desnaturalizado después de la incubacion a tem-
peraturas elevadas; d) estabilidad en suero bovino/ratén de Fab procedente de lisados de E. coli mediante la detec-
cion con ELISA de Fab no desnaturalizado después de la incubacion en suero bovino/ratén; e) niveles de rendimien-
to de la expresion relativa de IgG1 humana después de la produccion de IgG1 en células de mamifero y deteccion
con ELISA de IgG1 secretada procedente del material sobrenadante de un cultivo de células; y f) estabilidad en
suero bovino de IgG1 humana mediante deteccion con ELISA de Fab no desnaturalizado después de incubar en
suero bovino/raton.

De las 400 parejas de proteinas de la linea germinal sometidas a ensayo (resultados mostrados en la Tabla 12), 95
fueron seleccionadas para una prueba adicional. Después de la sintesis, expresion y purificacion, las 95 parejas de
proteinas de la linea germinal que se muestran en las Figuras 16-24, se sometieron a ensayo en ambos formatos
Fab e IgG1 para estudiar lo siguiente a) el rendimiento de la expresion de Fab purificado en mg/L, b) el contenido
monomérico de Fab purificado (% de mondmero), c) la estabilidad térmica de Fab purificado, d) el rendimiento de la
expresion de IgG1 purificada en mg/L, e) el contenido monomérico de IgG1 purificada (% de mondémero), f) la estabi-
lidad térmica de IgG1 purificada, g) el punto isoeléctrico de IgG1 y h) la prueba de estrés de IgG1 con exposicién a
acido, incluyendo fluorometria de barrido diferencial (DSF), absorcién, dispersion de luz dinamica y tincion de parti-
culas. Los resultados se muestran en las Figuras 16-24.

En una realizacion, se fijaron los siguientes valores umbrales i) rendimiento de la expresion en formato Fab de al
menos 2,5 mg/L; ii) estabilidad térmica a 70°C o superior en formato Fab; iii) contenido monomeérico (% de monoéme-
ro) en formato Fab de al menos 98%, determinado por SEC; iv) rendimiento de la expresion en formato IgG1 de al
menos 30 mg/L; v) estabilidad térmica a 73°C o superior en formato IgG1; y vii) contenido monomérico (% de
monomero) en formato IgG1 de al menos 99% segun se determind mediante SEC. Por lo tanto, en una realizacion,
una coleccion comprende anticuerpos sintéticos o fragmentos funcionales de los mismos o acidos nucleicos sintéti-
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cos que codifican tales anticuerpos o fragmentos funcionales, en donde los anticuerpos o fragmentos funcionales
comprenden regiones estructurales de la cadena pesada variable y de la cadena ligera variable que comprenden
secuencias de proteinas de la linea germinal de una pareja de proteinas de la linea germinal en donde dichas pare-
jas de proteinas de la linea germinal comprenden las siguientes propiedades

i) un rendimiento de la expresion en formato Fab de al menos 2,5 mg/L;

ii) una estabilidad térmica a 70°C o superior en formato Fab;

i) un contenido monomérico (% de mondémero) en formato Fab de al menos 98%, determinado por SEC;
iv) un rendimiento de la expresién en formato IgG1 de al menos 30 mg/L;

v) una estabilidad térmica a 73°C o superior en formato IgG1; y

vi) un contenido monomeérico (% de monémero) en formato IgG1 de al menos 99%, determinado por SEC.

En realizaciones adicionales, una coleccion comprende anticuerpos sintéticos o fragmentos funcionales de los mis-
mos o acidos nucleicos sintéticos que codifican tales anticuerpos o fragmentos funcionales, en donde sustancial-
mente todos o al menos 50% o al menos 60% o al menos 70% o al menos 80% o al menos 90% o al menos 95% o
cada uno de los anticuerpos o fragmentos funcionales comprenden regiones estructurales de la cadena pesada
variable y de la cadena ligera variable que comprenden secuencias de proteinas de la linea germinal de una pareja
de proteinas de la linea germinal, en donde dichas parejas de proteinas de la linea germinal comprenden las si-
guientes propiedades:

i) un rendimiento de la expresion en formato Fab de al menos 2,5 mg/L;

ii) una estabilidad térmica a 70°C o superior en formato Fab;

i) un contenido monomérico (% de monoémero) en formato Fab de al menos 98%, determinado por SEC;
iv) un rendimiento de la expresion en formato IgG1 de al menos 30 mg/L;

v) una estabilidad térmica a 73°C o superior en formato IgG1; y

vi) un contenido monomeérico (% de mondmero) en formato IgG1 de al menos 99%, determinado por SEC.

En realizaciones adicionales, una coleccion comprende anticuerpos sintéticos o fragmentos funcionales de los mis-
mos o acidos nucleicos sintéticos que codifican tales anticuerpos o fragmentos funcionales, en donde los anticuer-
pos o fragmentos funcionales consisten en o consisten esencialmente en regiones estructurales de la cadena pesa-
da variable y de la cadena ligera variable que comprenden secuencias de proteinas de la linea germinal de una
pareja de proteinas de la linea germinal, en donde dichas parejas de proteinas de la linea germinal comprenden las
siguientes propiedades:

i) un rendimiento de la expresion en formato Fab de al menos 2,5 mg/L;

ii) una estabilidad térmica a 70°C o superior en formato Fab;

i) un contenido monomérico (% de monoémero) en formato Fab de al menos 98%, determinado por SEC;

iv) un rendimiento de la expresion en formato IgG1 de al menos 30 mg/L;

v) una estabilidad térmica a 73°C o superior en formato IgG1; y

vi) un contenido monomeérico (% de mondmero) en formato IgG1 de al menos 99%, determinado por SEC.
En ciertas realizaciones,

i) el rendimiento de la expresion en formato Fab se determiné por espectrofotometria UV utilizando un coefi-
ciente de extincion de 1,538 ml/mg y la medicién de la absorbancia a 280 nm.

En ciertas realizaciones,

ii) la estabilidad térmica en formato Fab fue determinada por fluorometria de barrido diferencial usando tampon
PBS.

En ciertas realizaciones,

iii) el contenido monomeérico (% de monémero) en formato Fab se determind por cromatografia de exclusion por
tamafio utilizando una columna Superdex 75 HR10/30 y tampén D-PBS de Gibco a pH 7,4.
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En ciertas realizaciones,

iv) el rendimiento de la expresion en formato IgG1 se determiné por espectrofotometria UV utilizando un coefi-
ciente de extincion de 1,369 ml/mg y la medicién de la absorbancia a 280 nm.

En ciertas realizaciones,

v) la estabilidad térmica en formato IgG1 fue determinada por fluorometria de barrido diferencial usando
tampdn PBS.

En ciertas realizaciones,

vi) el contenido monomérico (% de mondmero) en formato IgG1 se determind por cromatografia de exclusion
por tamario utilizando una columna Tosoh TSK-Gel G3000SWxl y tampdn D-PBS de Gibco a pH 7,4.

La espectrofotometria UV se puede llevar a cabo usando el sistema Nanadrop (peglab, Erlangen, Alemania). La
fluorometria de barrido diferencial se puede realizar usando el termociclador iCycler iQ5 (Biorad). La fluorometria de
barrido diferencial se puede realizar usando D-PBS de Gibco, pH 7,4 (Invitrogen, Paisley, EE.UU.). La cromatografia
de exclusion por tamarfio se puede realizar utilizando el sistema purificador AKTA (GE Healthcare).

Las siguientes (54) parejas de proteinas de la linea germinal presentaban valores iguales o por encima de los um-
brales siguientes, utilizando el método descrito anteriormente: i) rendimiento de la expresion en formato Fab de al
menos 2,5 mg/L; ii) estabilidad térmica a 70°C o superior en formato Fab; iii) contenido monomeérico (% de mondéme-
ro) en formato Fab de al menos 98%, determinado por SEC; iv) rendimiento de la expresion en formato IgG1 de al
menos 30 mg/L; v) estabilidad térmica a 73°C o superior en formato IgG1; y vii) contenido monomérico (% de
monomero) en formato IgG1 de al menos 99%, determinado por SEC, por lo tanto, tienen una actividad funcional
superior, relacionada con la capacidad de desarrollo, (datos mostrados en las Figuras 16-24): VH1-18 (SEQ ID NO:
204)/VK1-39 (SEQ ID NO: 236); VH1-18 (SEQ ID NO: 204)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH1-18 (SEQ ID NO:
204)/VK3-20 (SEQ ID NO: 239); VH1-46 (SEQ ID NO: 205)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH1-46 (SEQ ID NO:
205)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH1-46 (SEQ ID NO: 205)/VL3-21 (SEQ ID NO: 257); VH1-69*01 (SEQ ID NO:
206)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VK1-12 (SEQ ID NO: 233); VH3-07 (SEQ ID NO:
207)/VK1-16 (SEQ ID NO: 234); VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VK1-27 (SEQ ID NO: 235); VH3-07 (SEQ ID NO:
207)/VK1-39 (SEQ ID NO: 236); VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH3-07 (SEQ ID NO:
207)/VL1-47 (SEQ ID NO: 251); VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH3-11 (SEQ ID NO:

)

)

)

208)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH3-11 (SEQ ID NO: 208)VL1-40 (SEQ ID NO: 250); VH3-11 (SEQ ID NO:
VH3-11 (SEQ ID NO: 208)VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH3-11 (SEQ ID NO:
VH3-15 (SEQ ID NO: 209)/VK1-05 (SEQ ID NO: 230); VH3-15 (SEQ ID NO:
209)/VK1-06 (SEQ ID NO: 231); VH3-15 (SEQ ID NO: 209)/VK1-12 (SEQ ID NO: 233); VH3-15 (SEQ ID NO:
209)/VK1-16 (SEQ ID NO: 234); VH3-15 (SEQ ID NO: 209)VK1-27 (SEQ ID NO: 235); VH3-15 (SEQ ID NO:
209)/VK3-11 (SEQ ID NO: 237); VH3-15 (SEQ ID NO: 209)/VL1-40 (SEQ ID NO: 250); VH3-15 (SEQ ID NO:
209)/VL1-47 (SEQ ID NO: 251); VH3-15 (SEQ ID NO: 209)VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH3-15 (SEQ ID NO:
209)/VL2-14 (SEQ ID NO: 254); VH3-21 (SEQ ID NO: 210)/VK1-12 (SEQ ID NO: 233); VH3-21 (SEQ ID NO:
210)/VK1-27 (SEQ ID NO: 235); VH3-21 (SEQ ID NO: 210)VL2-11 (SEQ ID NO: 253); VH3-23 (SEQ ID NO:
211)/VK1-39 (SEQ ID NO: 236); VH3-23 (SEQ ID NO: 211)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH3-23 (SEQ ID NO:
211)/VL2-23 (SEQ ID NO: 255); VH3-23 (SEQ ID NO: 211)VL3-1 (SEQ ID NO: 256); VH3-30 (SEQ ID NO:
212)/VK3-20 (SEQ ID NO: 239); VH3-53 (SEQ ID NO: 213)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH3-53 (SEQ ID NO:
213)/VL2-11 (SEQ ID NO: 253); VH3-74 (SEQ ID NO: 214)/VK1-05 (SEQ ID NO: 230); VH3-74 (SEQ ID NO:
214)/VK1-06 (SEQ ID NO: 231); VH3-74 (SEQ ID NO: 214)/VK1-12 (SEQ ID NO: 233); VH3-74 (SEQ ID NO:

);

);

)
)
208)/VK1-05 (SEQ ID NO: 230); VH3-11 (SEQ ID NO: 208)/VK1-39 (SEQ ID NO: 236); VH3-11 (SEQ ID NO:
)
)

208)/VL1-47 (SEQ ID NO: 251);
208)/VL2-23 (SEQ ID NO: 255);

214)/VK1-27 (SEQ ID NO: 235); VH3-74 (SEQ ID NO: 214)/VK3-20 (SEQ ID NO: 239); VH3-74 (SEQ ID NO:
214)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH5-51 (SEQ ID NO: 215)/VK1-39 (SEQ ID NO: 236); VH5-51 (SEQ ID NO:
215)/VL1-40 (SEQ ID NO: 250); VH5-51 (SEQ ID NO: 215)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH6-1 (SEQ ID NO:
216)/VK1-09 (SEQ ID NO: 232); VH6-1 (SEQ ID NO: 216)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH6-1 (SEQ ID NO: 216)/VK3-
20 (SEQ ID NO: 239) y VH6-1 (SEQ ID NO: 216)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252). Por lo tanto, las colecciones que com-
prenden cualquier cantidad de estas parejas de proteinas de la linea germinal se podrian utilizar para identificar
anticuerpos o fragmentos de los mismos con capacidad de desarrollo contra cualquier antigeno.

En un aspecto, una coleccion comprende anticuerpos sintéticos o fragmentos funcionales de los mismos o acidos
nucleicos sintéticos que codifican tales anticuerpos o fragmentos funcionales, en donde los anticuerpos o fragmentos
funcionales comprenden parejas de cadena pesada variable y de cadena ligera variable, en donde las regiones
estructurales de las parejas de cadena pesada variable y de cadena ligera variable comprenden secuencias de pro-
teinas de la linea germinal de parejas de cadena pesada variable y de cadena ligera variable especificas, por ejem-
plo, VH1-18/VK1-39. Esto significa que la coleccion comprende anticuerpos o fragmentos, en donde las regiones
estructurales de los anticuerpos o fragmentos comprenden las secuencias de proteinas de la linea germinal de VH1-
18/VK1-39, en donde las regiones estructurales de la cadena pesada variable comprenden las secuencias de protei-
nas de la linea germinal de VH1-18 y las regiones estructurales de la cadena ligera variable comprenden las se-
cuencias de proteinas de la linea germinal de VK1-39. Se someti6é a ensayo un gran nimero de parejas de proteinas
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de la linea germinal, como estructuras artificiales (como se describen en los Ejemplos 5 y 9), para estudiar sus pro-
piedades funcionales relacionadas con el desarrollo. Un nimero de estructuras artificiales sometidas a ensayo mos-
traba propiedades funcionales superiores relacionadas con la capacidad de desarrollo. Los inventores creen que hay
una correlacion elevada entre el aporte (coleccion de anticuerpos utilizada para la seleccion frente a un antigeno) y
el resultado (anticuerpos identificados a partir de la coleccion como especificos para el antigeno) con respecto a las
propiedades funcionales sometidas a ensayo. Por lo tanto, las colecciones de la invencion comprenden anticuerpos
o fragmentos que comprenden, en parte, las mismas secuencias de aminoacidos que las estructuras artificiales
sometidas a ensayo, por ejemplo, las regiones estructurales y/o las regiones determinantes de complementariedad.
Dado que, en un aspecto, las colecciones comprenden las secuencias de aminoacidos o los acidos nucleicos que
las codifican, de las estructuras artificiales sometidas a ensayo, se cree que las colecciones comprenden anticuer-
pos o fragmentos que tienen las mismas propiedades funcionales superiores relacionadas con la capacidad de desa-
rrollo que las estructuras artificiales sometidas a ensayo. Por lo tanto, se espera que los anticuerpos o fragmentos
posteriormente seleccionados a partir de las colecciones contra un antigeno, también tengan las mismas propieda-
des funcionales superiores pertinentes para una capacidad de desarrollo. Esta hipotesis esta apoyada por los expe-
rimentos y los datos descritos en el Ejemplo 11, véanse las Figuras 37-39, 45-48 y 62. Una coleccién comprende
anticuerpos sintéticos o fragmentos funcionales de los mismos o acidos nucleicos sintéticos que codifican tales anti-
cuerpos o fragmentos funcionales, en donde los anticuerpos o fragmentos funcionales comprenden parejas de ca-
dena pesada variable y cadena ligera variable, en donde las regiones estructurales de las parejas de cadena pesada
variable y cadena ligera variable comprenden secuencias de proteinas de la linea germinal seleccionadas a partir de
dos 0 mas, tres o mas, cuatro o mas, cinco o mas, seis o0 mas, siete o mas, ocho o mas, nueve o mas, diez o mas,
once o mas, doce o mas, trece o mas, catorce o mas, quince o mas, dieciséis o mas, diecisiete o0 mas, dieciocho o
mas, diecinueve o mas, veinte o mas, veintiuno o mas, veintidés o mas, veintitrés o mas, veinticuatro o mas, veinti-
cinco o mas, veintiséis o mas, veintisiete o0 mas, veintiocho o mas, veintinueve o mas, treinta o mas, treinta y uno o
mas, treinta y dos o mas, treinta y tres o mas, treinta y cuatro o mas, treinta y cinco o mas, o treinta y seis o mas,
treinta y siete o0 mas, treinta y ocho o mas, treinta y nueve o mas, cuarenta o mas, cuarenta y uno o mas, o cuarenta
y dos 0 mas, o cuarenta y tres 0 mas, o cuarenta y cuatro o mas, o cuarenta y cinco o mas, o cuarenta y seis o mas,
o cuarenta y siete o mas, o cuarenta y ocho o mas, o cuarenta y nueve o mas, o cincuenta o mas, o cincuenta y uno
0 mas, o cincuenta y dos o mas, o cincuenta y tres o mas, o cincuenta y cuatro parejas de cadena pesada variable y
cadena ligera variable de VH1-18 (SEQ ID NO: 204)/VK1-39 (SEQ ID NO: 236); VH1-18 (SEQ ID NO: 204)/VK3-15
(SEQ ID NO: 238); VH1-18 (SEQ ID NO: 204)/VK3-20 (SEQ ID NO: 239); VH1-46 (SEQ ID NO: 205)/VK3-15 (SEQ
ID NO: 238); VH1-46 (SEQ ID NO: 205)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH1-46 (SEQ ID NO: 205)/VL3-21 (SEQ ID NO:
257); VH1-69*01 (SEQ ID NO: 206)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VK1-12 (SEQ ID NO:
233); VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VK1-16 (SEQ ID NO: 234); VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VK1-27 (SEQ ID NO: 235);
VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VK1-39 (SEQ ID NO: 236); VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH3-07
(SEQ ID NO: 207)/VL1 -47 (SEQ ID NO: 251); VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH3-11 (SEQ
ID NO: 208)/VK1-05 (SEQ ID NO: 230); VH3-11 (SEQ ID NO: 208)/VK1-39 (SEQ ID NO: 236); VH3-11 (SEQ ID NO:
208)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH3-11 (SEQ ID NO: 208)/VL1-40 (SEQ ID NO: 250); VH3-11 (SEQ ID NO:
208)/VL1-47 (SEQ ID NO: 251); VH3-11 (SEQ ID NO: 208)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH3-11 (SEQ ID NO:
208)/VL2-23 (SEQ ID NO: 255); VH3-15 (SEQ ID NO: 209)/VK1-05 (SEQ ID NO: 230); VH3-15 (SEQ ID NO:
209)/VK1-06 (SEQ ID NO: 231); VH3-15 (SEQ ID NO: 209)/VK1-12 (SEQ ID NO: 233); VH3-15 (SEQ ID NO:
209)/VK1-16 (SEQ ID NO: 234); VH3-15 (SEQ ID NO: 209)/VK1 -27 (SEQ ID NO: 235); VH3-15 (SEQ ID NO:
209)/VK3-11 (SEQ ID NO: 237); VH3-15 (SEQ ID NO: 209)/VL1-40 (SEQ ID NO: 250); VH3-15 (SEQ ID NO:
209)/VL1-47 (SEQ ID NO: 251); VH3-15 (SEQ ID NO: 209)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH3-15 (SEQ ID NO:
209)/VL2-14 (SEQ ID NO: 254); VH3-21 (SEQ ID NO: 210)/VK1-12 (SEQ ID NO: 233); VH3-21 (SEQ ID NO:
210)/VK1 -27 (SEQ ID NO: 235); VH3-21 (SEQ ID NO: 210)/VL2-11 (SEQ ID NO: 253); VH3-23 (SEQ ID NO:
211)/VK1-39 (SEQ ID NO: 236); VH3-23 (SEQ ID NO: 211)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH3-23 (SEQ ID NO:
211)/VL2-23 (SEQ ID NO: 255); VH3-23 (SEQ ID NO: 211)/VL3-1 (SEQ ID NO: 256); VH3-30 (SEQ ID NO:
212)/VK3-20 (SEQ ID NO: 239); VH3-53 (SEQ ID NO: 213)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH3-53 (SEQ ID NO:
213)/VL2-11 (SEQ ID NO: 253); VH3-74 (SEQ ID NO: 214)/VK1-05 (SEQ ID NO: 230); VH3-74 (SEQ ID NO:
214)/VK1-06 (SEQ ID NO: 231); VH3-74 (SEQ ID NO: 214)NK1-12 (SEQ ID NO: 233); VH3-74 (SEQ ID NO:
214)/VK1-27 (SEQ ID NO: 235); VH3-74 (SEQ ID NO: 214)NK3-20 (SEQ ID NO: 239); VH3-74 (SEQ ID NO:
214)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH5-51 (SEQ ID NO: 215)/VK1-39 (SEQ ID NO: 236); VH5-51 (SEQ ID NO:
215)/VL1-40 (SEQ ID NO: 250); VH5-51 (SEQ ID NO: 215)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH6-1 (SEQ ID NO:
216)/VK1-09 (SEQ ID NO: 232); VH6-1 (SEQ ID NO: 216)NK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH6-1 (SEQ ID NO: 216)NK3-
20 (SEQ ID NO: 239) y VH6-1 (SEQ ID NO: 216)NL1-51 (SEQ ID NO: 252). Una coleccion puede comprender anti-
cuerpos sintéticos o fragmentos funcionales de los mismos o acidos nucleicos sintéticos que codifican tales anti-
cuerpos o fragmentos funcionales, en donde sustancialmente todos o al menos 50% o al menos 60% o al menos
70% o al menos 80% o al menos 90% o al menos 95% o cada uno de los anticuerpos o fragmentos funcionales,
comprenden parejas de cadena pesada variable y de cadena ligera variable, en donde las regiones estructurales de
las parejas de cadena pesada variable y de cadena ligera variable comprenden secuencias de proteinas de la linea
germinal seleccionadas a partir de las parejas de cadena pesada variable y de cadena ligera variable VH1-18 (SEQ
ID NO: 204)/VK1-39 (SEQ ID NO: 236); VH1-18 (SEQ ID NO: 204)NK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH1-18 (SEQ ID NO:
204)/VK3-20 (SEQ ID NO: 239); VH1-46 (SEQ ID NO: 205)NK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH1-46 (SEQ ID NO:
205)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH1-46 (SEQ ID NO: 205)/VL3-21 (SEQ ID NO: 257); VH1-69*01 (SEQ ID NO:
206)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH3-07 (SEQ ID NO: 207)NK1-12 (SEQ ID NO: 233); VH3-07 (SEQ ID NO:
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207)/VK1-39 (SEQ ID NO:
207)/VL1-47 (SEQ ID NO:

208)NK1-05 (SEQ ID NO:
208)NK3-15 (SEQ ID NO:

208)/VL1-47 (SEQ ID NO:
208)/VL2-23 (SEQ ID NO:
209)/VK1-06 (SEQ ID NO:

209)NK1-16 (SEQ ID NO:
209)NK3-11 (SEQ ID NO:

209)VL1-47 (SEQ ID NO:
209)VL2-14 (SEQ ID NO:
210)NK1-27 (SEQ ID NO:
211)IVK1-39 (SEQ ID NO:
211)VL2-23 (SEQ ID NO:
212)IVK3-20 (SEQ ID NO:
213)VL2-11 (SEQ ID NO:
214)/VK1-06 (SEQ ID NO:
214)IVK1-27 (SEQ ID NO:
214)VL1-51 (SEQ ID NO:

234);
237);
251);
254);

253);
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234); VH3-07 (SEQ ID NO:
236); VH3-07 (SEQ ID NO:
251); VH3-07 (SEQ ID NO:
230); VH3-11 (SEQ ID NO:
238); VH3-11 (SEQ ID NO:
251);

); VH3-11 (SEQ ID NO:
255);
231);
VH3-15 (SEQ ID NO:
VH3-15 (SEQ ID NO:
VH3-15 (SEQ ID NO:

Z~

236); VH3-23 (SEQ ID NO:

255); VH3-23 (SEQ ID NO:

239); VH3-53 (SEQ ID NO:
VH3-74 (SEQ ID NO:
VH3-74 (SEQ ID NO:
VH3-74 (SEQ ID NO:

VH5-51 (SEQ ID NO:

)
)
231);
235);

);

VH3-15 (SEQ ID NO:
VH3-15 (SEQ ID NO:

VH3-21 (SEQ ID NO:
235); VH3-21 (SEQ ID NO:

548 T3

207)/VK1-27 (SEQ ID
207)NK3-15 (SEQ ID
207)NL1-51 (SEQ ID
208)/VK1-39 (SEQ ID
208)/VL1-40 (SEQ ID
208)VL1-51 (SEQ ID
209)NK1-05 (SEQ ID
209)NK1-12 (SEQ ID
209)/VK1-27 (SEQ ID
209)/VL1-40 (SEQ ID
209)VL1-51 (SEQ ID
210)NK1-12 (SEQ ID
210)NL2-11 (SEQ ID
211)/VK3-15 (SEQ ID
211)/VL3-1 (SEQ ID
213)/VK3-15 (SEQ ID
214)/VK1-05 (SEQ ID
214)VK1-12 (SEQ ID
214)/VK3-20 (SEQ ID
215)/VK1-39 (SEQ ID

: 238);
1 230);
: 233);
: 239);
: 236);

. VH3-07 (SEQ
. VH3-07 (SEQ
; VH3-11 (SEQ
. VH3-11 (SEQ
: VH3-11 (SEQ
. VH3-11 (SEQ
. VH3-15 (SEQ
. VH3-15 (SEQ
. VH3-15 (SEQ
. VH3-15 (SEQ
. VH3-15 (SEQ
. VH3-21 (SEQ

: 253); VH3-23 (SEQ
. 238);

VH3-23 (SEQ
: 256); VH3-30 (SEQ
VH3-53 (SEQ
VH3-74 (SEQ
VH3-74 (SEQ
VH3-74 (SEQ
VH5-51 (SEQ

NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:

215)/VL1-40 (SEQ ID NO: 250); VH5-51 (SEQ ID NO: 215)/VL1-51 (SEQ ID NO 252); VH6-1 (SEQ ID NO:
216)/VK1-09 (SEQ ID NO: 232); VH6-1 (SEQ ID NO: 216)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH6-1 (SEQ ID NO: 216)/VK3-
20 (SEQ ID NO: 239) y VH6-1 (SEQ ID NO: 216)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252). Se describe una coleccion de anticuer-
pos sintéticos o fragmentos funcionales de los mismos o acidos nucleicos sintéticos que codifican tales anticuerpos o
fragmentos funcionales, en donde los anticuerpos o fragmentos funcionales comprenden parejas de cadena pesada
variable y de cadena ligera variable, en donde las regiones estructurales de las parejas de cadena pesada variable y
cadena ligera variable comprenden secuencias de proteinas de la linea germinal, que consisten o que consisten
esencialmente en las parejas de cadena pesada variable y cadena ligera variable VH1-18 (SEQ ID NO: 204)/VK1-39
(SEQ ID NO: 236); VH1-18 (SEQ ID NO: 204)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH1-18 (SEQ ID NO: 204)/VK3-20 (SEQ
ID NO: 239); VH1-46 (SEQ ID NO: 205)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH1-46 (SEQ ID NO: 205)/VL1-51 (SEQ ID NO:
252); VH1-46 (SEQ ID NO: 205)/VL3-21 (SEQ ID NO: 257); VH1-69*01 (SEQ ID NO: 206)/VL1-51 (SEQ ID NO:
252); VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VK1-12 (SEQ ID NO: 233); VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VK1-16 (SEQ ID NO: 234);
VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VK1-27 (SEQ ID NO: 235); VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VK1-39 (SEQ ID NO: 236); VH3-07
(SEQ ID NO: 207)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VL1-47 (SEQ ID NO: 251); VH3-07 (SEQ
ID NO: 207)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH3-11 (SEQ ID NO: 208)/VK1-05 (SEQ ID NO: 230); VH3-11 (SEQ ID NO:
208)/VK1-39 (SEQ ID NO: 236); VH3-11 (SEQ ID NO: 208)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH3-11 (SEQ ID NO:
208)/VL1-40 (SEQ ID NO: ); VH3-11 (SEQ ID NO: 208)/VL1-47 (SEQ ID NO: ); VH3-11 (SEQ ID NO:
208)/VL1-51 (SEQ ID NO: ); VH3-11 (SEQ ID NO: 208)/VL2-23 (SEQ ID NO: ); VH3-15 (SEQ ID NO:
209)/VK1-05 (SEQ ID NO: ); VH3-15 (SEQ ID NO: 209)/VK1-06 (SEQ ID NO: ); VH3-15 (SEQ ID NO:
209)/VK1-12 (SEQ ID NO: ); VH3-15 (SEQ ID NO: 209)/VK1-16 (SEQ ID NO: 234); VH3-15 (SEQ ID NO:
209)/VK1-27 (SEQ ID NO: 235); VH3-15 (SEQ ID NO: 209)/VK3-11 (SEQ ID NO: ); VH3-15 (SEQ ID NO:
209)/VL1-40 (SEQ ID NO: 250); VH3-15 (SEQ ID NO: 209)/VL1-47 (SEQ ID NO: ); VH3-15 (SEQ ID NO:
209)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH3-15 (SEQ ID NO: 209)/VL2-14 (SEQ ID NO: ); VH3-21 (SEQ ID NO:
233); VH3-21 (SEQ ID NO: )

210)/VL2-11 (SEQ ID NO: 253); VH3-23 (SEQ ID NO: 211)/VK1-39 (SEQ ID

211)/VK3-15 (SEQ ID NO: ); VH3-23 (SEQ ID NO: 211)/VL2-23 (SEQ ID
211)/VL3-1 (SEQ ID NO: 256); VH3-30 (SEQ ID NO: 212)/VK3-20 (SEQ ID
213)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH3-53 (SEQ ID NO: 213)/VL2-11 (SEQ ID
214)/VK1-05 (SEQ ID NO: 230); VH3-74 (SEQ ID NO: 214)/VK1-06 (SEQ ID
214)/VK1-12 (SEQ ID NO: 233); VH3-74 (SEQ ID NO: 214)/VK1-27 (SEQ ID
214)/VK3-20 (SEQ ID NO: 239); VH3-74 (SEQ ID NO: 214)/VL1-51 (SEQ ID NO: ; VH5-51 (SEQ ID NO:
215)/VK1-39 (SEQ ID NO: 236); VH5-51 (SEQ ID NO: 215)/VL1-40 (SEQ ID NO: 250); VH5-51 (SEQ ID NO:
215)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH6-1 (SEQ ID NO: 216)/VK1-09 (SEQ ID NO: 232); VH6-1 (SEQ ID NO: 216)/VK3-
15 (SEQ ID NO: 238); VH6-1 (SEQ ID NO: 216)/VK3-20 (SEQ ID NO: 239) y VH6-1 (SEQ ID NO: 216)/VL1-51 (SEQ
ID NO: 252).

210)/VK1-12 (SEQ ID NO: 210)/VK1-27 (SEQ ID NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:

NO:

© VH3-21 (SEQ ID
: VH3-23 (SEQ ID
© VH3-23 (SEQ ID
239); VH3-53 (SEQ ID
); VH3-74 (SEQ ID
231); VH3-74 (SEQ ID
)
)

NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:

; VH3-74 (SEQ ID NO:

En realizaciones que comprenden las 54 parejas o un subconjunto de las mismas, se pueden seleccionar parejas
adicionales para ser afadidas a la coleccion, en donde cada pareja de proteinas de la linea germinal afiadida com-
prende las siguientes propiedades:

i) un rendimiento de la expresion en formato Fab de al menos 2,5 mg/l como se determina por espectrofoto-
metria UV utilizando un coeficiente de extincion de 1,538 ml/mg y la medicién de la absorbancia a 280 nm,

ii) una estabilidad térmica a 70°C o superior en formato Fab segun lo determinado por fluorometria de barrido
diferencial usando tampén PBS,
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i) un contenido monomérico (% de mondémero) en formato Fab de al menos 98% tal como se determina por
cromatografia de exclusién por tamafio utilizando una columna Superdex 75 HR10/30 y tampén D-PBS de Gib-
coapH74,

iv) un rendimiento de la expresion en formato IgG1 de al menos 30 mg/l como se determina por espectrofoto-
metria UV utilizando un coeficiente de extincion de 1,369 ml/mg y la medicion de la absorbancia a 280 nm,

v) una estabilidad térmica a 73°C o superior en formato IgG1 como se determina por fluorometria de barrido di-
ferencial usando tampoén PBS, y

vi) un contenido monomérico (% de mondmero) en formato IgG1 de al menos 99% tal como se determina por
cromatografia de exclusion por tamafio utilizando una columna Tosoh TSK-Gel G3000SWxl y tampén D-PBS
de Gibco apH 7 4.

La espectrofotometria UV puede realizarse usando el sistema Nanadrop (peglab, Erlangen, Alemania). La fluoro-
metria de barrido diferencial se puede realizar usando el termociclador iCycler iQ5 (Biorad). La fluorometria de barri-
do diferencial se puede realizar usando D-PBS de Gibco, pH 7,4 (Invitrogen, Paisley, EE.UU.). La cromatografia de
exclusion por tamafio se puede realizar utilizando el sistema purificador AKTA (GE Healthcare).

Las realizaciones de la presente descripcion comprenden subconjuntos de las (54) parejas de proteinas de la linea
germinal anteriores que tienen una actividad funcional superior, relacionada con la capacidad de desarrollo. En una
realizacion, un subconjunto de parejas de proteinas de la linea germinal (36 de 54) fueron seleccionadas basandose
en una comparacion de los datos de pruebas de estrés identificados utilizando los métodos descritos en los Ejem-
plos 9.2.5 (a-d), datos que se muestran en las Figuras 19-24, el Ejemplo 9.2.6 (a-d), datos que se muestran en las
figuras 49-54 y en el Ejemplo 9.2.7, puntuacion que se muestra en las Figuras 55-60. Los métodos de la prueba de
estrés evaluaban las 95 parejas de proteinas de la linea germinal en formato IgG1 con el fin de determinar su capa-
cidad para soportar la exposicion al acido y la agitacion con perlas de vidrio. Las 36 parejas de proteinas de la linea
germinal, de una realizacion, se seleccionaron ya que tenian propiedades funcionales superiores adicionales, perti-
nentes para la capacidad de desarrollo, ya que mostraron una fuerte resistencia al estrés con acido y por agitacion.
Las 36 parejas de proteinas de la linea germinal seleccionadas en una realizacién, cumplian todas las actividades
funcionales umbrales de las 54, y, ademas, se puntuaron con o por encima de 1225 en la puntuaciéon acumulada de
las pruebas de estrés (como se describe en el Ejemplo 9.2.7), que clasificaba las parejas de proteinas de la linea
germinal de acuerdo con las siguientes caracteristicas: absorcion a 320 nm antes y después de la exposicion al
acido, radio y % de polidispersidad antes y después de la exposicion al acido, tincion de particulas antes y después
de la exposicion al acido, absorcion a 320 nm antes y después de la agitacion con perlas de vidrio, radio y % de
polidispersidad después de la agitacion con perlas de vidrio, y tincion de particulas después de la agitacion con per-
las de vidrio. Las 36 parejas de proteinas de la linea germinal seleccionadas en esta realizacion, tenian valores
umbrales iguales o por encima de los siguientes umbrales para cada criterio: a) rendimiento de la expresion Fab
purificado (como se describe en el Ejemplo 9.1.1) de al menos 2,5 mg/L; b) rendimiento de la expresion de IgG1
purificada (como se describe en el Ejemplo 9.2.1) de al menos 30,0 mg/L; c) estabilidad térmica de Fab purificado
(como se describe en el Ejemplo 9.1.2) de al menos 70°C; d) estabilidad térmica de IgG1 purificada (como se des-
cribe en el Ejemplo 9.2.2) de al menos 73°C; e) contenido monomérico de Fab purificado (como se describe en el
Ejemplo 9.1.3) de al menos 98%; f) contenido monomérico de IgG1 purificada (como se describe en el Ejemplo
9.2.3) de al menos 99% y g) puntuacion acumulada de las pruebas de estrés (como se describe en el Ejemplo 9.2.7)
de al menos 1225.

Por lo tanto, en una realizacién, una coleccién comprende anticuerpos sintéticos o fragmentos funcionales de los
mismos o acidos nucleicos sintéticos que codifican tales anticuerpos o fragmentos funcionales, en donde los anti-
cuerpos o fragmentos funcionales comprenden parejas de cadena pesada variable y de cadena ligera variable, en
donde las regiones estructurales de las parejas de cadena pesada variable y de cadena ligera variable comprenden
secuencias de proteinas de la linea germinal de las parejas de cadena pesada variable y cadena ligera variable
VH1-18 (SEQ ID NO: 204)/VK3-20 (SEQ ID NO: 239); VH1-46 (SEQ ID NO: 205)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH1-46
(SEQ ID NO: 205)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH1-69*01 (SEQ ID NO: 206)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH3-07
(SEQ ID NO: 207)/VK1-12 (SEQ ID NO: 233); VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VK1-27 (SEQ ID NO: 235); VH3-07 (SEQ
ID NO: 207)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VL1-47 (SEQ ID NO: 251); VH3-07 (SEQ ID NO:
207)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH3-11 (SEQ ID NO: 208)/VL1-40 (SEQ ID NO: 250); VH3-11 (SEQ ID NO:
208)/VL1-47 (SEQ ID NO: 251); VH3-11 (SEQ ID NO: 208)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH3-11 (SEQ ID NO:
208)/VL2-23 (SEQ ID NO: 255); VH3-15 (SEQ ID NO: 209)/VK1-05 (SEQ ID NO: 230); VH3-15 (SEQ ID NO:
209)/VK1-06 (SEQ ID NO: 231); VH3-15 (SEQ ID NO: 209)/VK1-12 (SEQ ID NO: 233); VH3-15 (SEQ ID NO:
209)/VK1-27 (SEQ ID NO: 235); VH3-15 (SEQ ID NO: 209)/VK3-11 (SEQ ID NO: 237); VH3-15 (SEQ ID NO:
209)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH3-21 (SEQ ID NO: 210)/VK1-12 (SEQ ID NO: 233); VH3-23 (SEQ ID NO:
211)/VK1-39 (SEQ ID NO: 236); VH3-23 (SEQ ID NO: 211)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH3-23 (SEQ ID NO:
211)/VL2-23 (SEQ ID NO: 255); VH3-23 (SEQ ID NO: 211)/VL3-1 (SEQ ID NO: 256); VH3-53 (SEQ ID NO:
213)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH3-53 (SEQ ID NO: 213)/VL2-11 (SEQ ID NO: 253); VH3-74 (SEQ ID NO:
214)/VK1-05 (SEQ ID NO: 230); VH3-74 (SEQ ID NO: 214)/VK1-06 (SEQ ID NO: 231); VH3-74 (SEQ ID NO:
214)/VK1-12 (SEQ ID NO: 233); VH3-74 (SEQ ID NO: 214)/VK3-20 (SEQ ID NO: 239); VH5-51 (SEQ ID NO:
215)/VK1-39 (SEQ ID NO: 236); VH5-51 (SEQ ID NO: 215)/VL1-40 (SEQ ID NO: 250); VH5-51 (SEQ ID NO:
27
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215)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH6-1 (SEQ ID NO: 216)/VK1-09 (SEQ ID NO: 232); VH6-1 (SEQ ID NO: 216)/VK3-
20 (SEQ ID NO: 239) y VH6-1 (SEQ ID NO: 216)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252).

En realizaciones que comprenden las 36 parejas o un subconjunto de las mismas, se pueden seleccionar parejas
adicionales para ser afadidas a la coleccion, en donde cada pareja de proteinas de la linea germinal afiadida com-
prende las siguientes propiedades:

i) un rendimiento de la expresidon en formato Fab de al menos 2,5 mg/l como se determina por espectrofoto-
metria UV utilizando un coeficiente de extincion de 1,538 ml/mg y la medicién de la absorbancia a 280 nm,

ii) una estabilidad térmica a 70°C o superior en formato Fab segun lo determinado por fluorometria de barrido
diferencial usando tampén PBS,

i) un contenido monomérico (% de mondmero) en formato Fab de al menos 98% tal como se determina por
cromatografia de exclusién por tamafio utilizando una columna Superdex 75 HR10/30 y tampén D-PBS de Gib-
coapH74,

iv) un rendimiento de la expresion en formato IgG1 de al menos 30 mg/l como se determina por espectrofoto-
metria UV utilizando un coeficiente de extincion de 1,369 ml/mg y la medicién de la absorbancia a 280 nm,

v) una estabilidad térmica a 73°C o superior en formato IgG1 como se determina por fluorometria de barrido di-
ferencial usando tampén PBS, y

vi) un contenido monomérico (% de mondmero) en formato IgG1 de al menos 99% tal como se determina por
cromatografia de exclusion por tamafio utilizando una columna Tosoh TSK-Gel G3000SWxl y tampén D-PBS
de Gibco apH 7,4.

La espectrofotometria UV puede realizarse usando el sistema Nanadrop (peqglab, Erlangen, Alemania). La fluoro-
metria de barrido diferencial se puede realizar usando el termociclador iCycler iQ5 (Biorad). La fluorometria de barri-
do diferencial se puede realizar usando D-PBS de Gibco, pH 7,4 (Invitrogen, Paisley, EE.UU.). La cromatografia de
exclusion por tamafio se puede realizar utilizando el sistema purificador AKTA (GE Healthcare).

En realizaciones, una coleccién de anticuerpos sintéticos o fragmentos funcionales de los mismos o acidos nucleicos
sintéticos que codifican tales anticuerpos o fragmentos funcionales, en donde sustancialmente todos o al menos
50% o al menos 60% o al menos 70% o al menos 80% o al menos 90% o al menos 95% o cada uno de los anticuer-
pos o fragmentos funcionales comprenden parejas de cadena pesada variable y cadena ligera variable, en donde las
regiones estructurales de las parejas de cadena pesada variable y cadena ligera variable comprenden secuencias
de proteinas de la linea germinal seleccionadas a partir de las parejas de cadena pesada variable y cadena ligera
variable VH1-18 (SEQ ID NO: 204)/VK3-20 (SEQ ID NO: 239); VH1 - 46 (SEQ ID NO: 205)/VK3-15 (SEQ ID NO:
238); VH1-46 (SEQ ID NO: 205)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH1-69*01 (SEQ ID NO: 206)/VL1-51 (SEQ ID NO:
252); VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VK1-12 (SEQ ID NO: 233); VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VK1-27 (SEQ ID NO: 235);
VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VL1 -47 (SEQ ID NO: 251); VH3-
07 (SEQ ID NO: 207)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH3-11 (SEQ ID NO: 208)/VL1-40 (SEQ ID NO: 250); VH3-11
(SEQ ID NO: 208)/VL1 -47 (SEQ ID NO: 251); VH3-11 (SEQ ID NO: 208)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH3-11 (SEQ
ID NO: 208)/VL2-23 (SEQ ID NO: 255); VH3-15 (SEQ ID NO: 209)/VK1 -05 (SEQ ID NO: 230); VH3-15 (SEQ ID NO:
209)/VK1 -06 (SEQ ID NO: 231); VH3-15 (SEQ ID NO: 209)/VK1 -12 (SEQ ID NO: 233); VH3-15 (SEQ ID NO:
209)/VK1 -27 (SEQ ID NO: 235); VH3-15 (SEQ ID NO: 209)/VK3-11 (SEQ ID NO: 237); VH3-15 (SEQ ID NO:
209)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH3-21 (SEQ ID NO: 210)/VK1-12 (SEQ ID NO: 233); VH3-23 (SEQ ID NO:
211)/VK1-39 (SEQ ID NO: 236); VH3-23 (SEQ ID NO: 211)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH3-23 (SEQ ID NO:
211)/VL2-23 (SEQ ID NO: 255); VH3-23 (SEQ ID NO: 211)/VL3-1 (SEQ ID NO: 256); VH3-53 (SEQ ID NO:
213)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH3-53 (SEQ ID NO: 213)/VL2-11 (SEQ ID NO: 253); VH3-74 (SEQ ID NO:
214)/VK1-05 (SEQ ID NO: 230); VH3-74 (SEQ ID NO: 214)/VK1-06 (SEQ ID NO: 231); VH3-74 (SEQ ID NO:
214)/VK1-12 (SEQ ID NO: 233); VH3-74 (SEQ ID NO: 214)/VK3-20 (SEQ ID NO: 239); VH5-51 (SEQ ID NO:
215)/VK1-39 (SEQ ID NO: 236); VH5-51 (SEQ ID NO: 215)/VL1-40 (SEQ ID NO: 250); VH5-51 (SEQ ID NO:
215)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH6-1 (SEQ ID NO: 216)/VK1-09 (SEQ ID NO: 232); VH6-1 (SEQ ID NO: 216)/VK3-
20 (SEQ ID NO: 239) y VH6-1 (SEQ ID NO: 216)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252). Se describe una coleccion que com-
prende anticuerpos sintéticos o fragmentos funcionales de los mismos o acidos nucleicos sintéticos que codifican
tales anticuerpos o fragmentos funcionales, en donde los anticuerpos o fragmentos funcionales comprenden parejas
de cadena pesada variable y cadena ligera variable en donde las regiones estructurales de las parejas de cadena
pesada variable y cadena ligera variable comprenden secuencias de proteinas de la linea germinal seleccionadas a
partir de dos o mas, tres 0 mas, cuatro o mas, cinco o mas, seis 0 mas, siete 0 mas, ocho o mas, nueve o mas, diez
0 mas, once o0 mas, doce o mas, trece o mas, catorce o0 mas, quince o mas, dieciséis o0 mas, diecisiete 0 mas, die-
ciocho o mas, diecinueve o mas, veinte o mas, veintiuno o mas, veintidés o mas, veintitrés o mas, veinticuatro o
mas, veinticinco o mas, veintiséis o mas, veintisiete o mas, veintiocho o mas, veintinueve o mas, treinta o mas, trein-
ta y uno o mas, treinta y dos o mas, treinta y tres o mas, treinta y cuatro o mas, treinta y cinco o mas, o treinta y seis
de las siguientes parejas de cadena pesada variable y de cadena ligera variable VH1-18 (SEQ ID NO: 204)/VK3-20
(SEQ ID NO: 239); VH1-46 (SEQ ID NO: 205)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH1-46 (SEQ ID NO: 205)/VL1-51 (SEQ
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ID NO: 252); VH1-69*01 (SEQ ID NO: 206)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VK1-12 (SEQ ID
NO: 233); VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VK1-27 (SEQ ID NO: 235); VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VK3-15 (SEQ ID NO:
238); VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VL1-47 (SEQ ID NO: 251); VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252);
VH3-11 (SEQ ID NO: 208)/VL1-40 (SEQ ID NO: 250); VH3-11 (SEQ ID NO: 208)/VL1-47 (SEQ ID NO: 251); VH3-11
(SEQ ID NO: 208)/VL1 -51 (SEQ ID NO: 252); VH3-11 (SEQ ID NO: 208)/VL2-23 (SEQ ID NO: 255); VH3-15 (SEQ
ID NO: 209)/VK1-05 (SEQ ID NO: 230); VH3-15 (SEQ ID NO: 209)/VK1 -06 (SEQ ID NO: 231); VH3-15 (SEQ ID NO:
209)/VK1 -12 (SEQ ID NO: 233); VH3-15 (SEQ ID NO: 209)/VK1 -27 (SEQ ID NO: 235); VH3-15 (SEQ ID NO:
209)/VK3-11 (SEQ ID NO: 237); VH3-15 (SEQ ID NO: 209)VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH3-21 (SEQ ID NO:
210)/VK1 -12 (SEQ ID NO: 233); VH3-23 (SEQ ID NO: 211)/VK1-39 (SEQ ID NO: 236); VH3-23 (SEQ ID NO:
211)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH3-23 (SEQ ID NO: 211)/VL2-23 (SEQ ID NO: 255); VH3-23 (SEQ ID NO:
211)/VL3-1 (SEQ ID NO: 256); VH3-53 (SEQ ID NO: 213)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH3-53 (SEQ ID NO:
213)/VL2-11 (SEQ ID NO: 253); VH3-74 (SEQ ID NO: 214)/VK1-05 (SEQ ID NO: 230); VH3-74 (SEQ ID NO:
214)/VK1-06 (SEQ ID NO: 231); VH3-74 (SEQ ID NO: 214)/VK1-12 (SEQ ID NO: 233); VH3-74 (SEQ ID NO:
214)/VK3-20 (SEQ ID NO: 239); VH5-51 (SEQ ID NO: 215)/VK1-39 (SEQ ID NO: 236); VH5-51 (SEQ ID NO:
215)/VL1-40 (SEQ ID NO: 250); VH5-51 (SEQ ID NO: 215)VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH6-1 (SEQ ID NO:
216)/VK1-09 (SEQ ID NO: 232); VH6-1 (SEQ ID NO: 216)/VK3-20 (SEQ ID NO: 239) y VH6-1 (SEQ ID NO:
216)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252).

En una realizacion, una coleccion comprende anticuerpos sintéticos o fragmentos funcionales de los mismos o aci-
dos nucleicos sintéticos que codifican tales anticuerpos o fragmentos funcionales, en donde los anticuerpos o frag-
mentos funcionales comprenden parejas de cadena pesada variable y de cadena ligera variable, en donde las regio-
nes estructurales de las parejas de cadena pesada variable y de cadena ligera variable comprenden secuencias de
proteinas de la linea germinal, que consiste en o que consisten esencialmente en las siguientes parejas de cadena
pesada variable y de cadena ligera variable VH1-18 (SEQ ID NO: 204)/VK3-20 (SEQ ID NO: 239); VH1-46 (SEQ ID
NO: 205)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH1-46 (SEQ ID NO: 205)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH1-69*01 (SEQ ID NO:
206)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VK1-12 (SEQ ID NO: 233); VH3-07 (SEQ ID NO:
207)/VK1-27 (SEQ ID NO: 235); VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH3-07 (SEQ ID NO:
207)/VL1-47 (SEQ ID NO: 251); VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH3-11 (SEQ ID NO:
208)/VL1-40 (SEQ ID NO: ; VH3-11 (SEQ ID NO: 208)/VL1-47 (SEQ ID NO: 251); VH3-11 (SEQ ID NO:
208)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH3-11 (SEQ ID NO: 208)/VL2-23 (SEQ ID NO: 255); VH3-15 (SEQ ID NO:
209)/VK1-05 (SEQ ID NO: 230); VH3-15 (SEQ ID NO: 209)/VK1-06 (SEQ ID NO: 231); VH3-15 (SEQ ID NO:
209)/VK1-12 (SEQ ID NO: VH3-15 (SEQ ID NO: 209)/VK1-27 (SEQ ID NO: 235); VH3-15 (SEQ ID NO:
209)/VK3-11 (SEQ ID NO: 237); VH3-15 (SEQ ID NO: 209)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH3-21 (SEQ ID NO:
210)/VK1-12 (SEQ ID NO: 233); VH3-23 (SEQ ID NO: 211)/VK1-39 (SEQ ID NO: 236); VH3-23 (SEQ ID NO:
211)/VK3-15 (SEQ ID NO: VH3-23 (SEQ ID NO: 211)/VL2-23 (SEQ ID NO: 255); VH3-23 (SEQ ID NO:
211)/VL3-1 (SEQ ID NO: 256); VH3-53 (SEQ ID NO: 213)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH3-53 (SEQ ID NO:
213)/VL2-11 (SEQ ID NO: 253); VH3-74 (SEQ ID NO: 214)/VK1-05 (SEQ ID NO: 230); VH3-74 (SEQ ID NO:
214)/VK1-06 (SEQ ID NO: 231); VH3-74 (SEQ ID NO: 214)/VK1-12 (SEQ ID NO: 233); VH3-74 (SEQ ID NO:
214)/VK3-20 (SEQ ID NO: 239); VH5-51 (SEQ ID NO: 215)/VK1-39 (SEQ ID NO: 236); VH5-51 (SEQ ID NO:
);
);
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215)/VL1-40 (SEQ ID NO: 250); VH5-51 (SEQ ID NO: 215)VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH6-1 (SEQ ID NO:
216)/VK1-09 (SEQ ID NO: 232); VH6-1 (SEQ ID NO: 216)/VK3-20 (SEQ ID NO: 239) y VH6-1 (SEQ ID NO:
216)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252).

En otra realizacién, se seleccionaron los umbrales para cada criterio de la siguiente manera: a) rendimiento de la
expresion de Fab purificado (como se describe en el Ejemplo 9.1.1) de al menos 2,5 mg/L; b) rendimiento de la ex-
presién de IgG1 purificada (como se describe en el Ejemplo 9.2.1) de al menos 30,0 mg/L; c) estabilidad térmica de
Fab purificado (como se describe en el Ejemplo 9.1.2) de al menos 70°C; d) estabilidad térmica de IgG1 purificada
(como se describe en el Ejemplo 9.2.2) de al menos 73°C; e) contenido monomérico de Fab purificado (como se
describe en el Ejemplo 9.1.3) de al menos 99%; f) contenido monomérico de 1gG1 purificada (como se describe en el
Ejemplo 9.2.3) de al menos 99%; g) punto isoeléctrico de IgG1 purificada (como se describe en el Ejemplo 9.2.4) de
al menos 8,3; y h) puntuacién acumulada de las pruebas de estrés (como se describe en el Ejemplo 9.2.7) de al
menos 1225.

Por lo tanto, en una realizacién, una coleccién comprende anticuerpos sintéticos o fragmentos funcionales de los
mismos o acidos nucleicos sintéticos que codifican tales anticuerpos o fragmentos funcionales, en donde los anti-
cuerpos o fragmentos funcionales comprenden regiones estructurales de la cadena pesada variable y de la cadena
ligera variable que comprenden secuencias de proteinas de la linea germinal de una pareja de proteinas de la linea
germinal, en donde dichas parejas de proteinas de la linea germinal comprenden las siguientes propiedades:

i) un rendimiento de la expresion en formato Fab de al menos 2,5 mg/L;
ii) una estabilidad térmica a 70°C o superior en formato Fab;
i) un contenido monomérico (% de monoémero) en formato Fab de al menos 99%, determinado por SEC;

iv) un rendimiento de la expresion en formato IgG1 de al menos 30 mg/L;
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v) una estabilidad térmica a 73°C o superior en formato 1gG1;
vi) un contenido monomérico (% de monémero) en formato IgG1 de al menos 99%, determinado por SEC, y
vii) un punto isoeléctrico en formato IgG1 de al menos 8,3.

En ciertas realizaciones,

i) el rendimiento de la expresion en formato Fab se determiné por espectrofotometria UV utilizando un coefi-
ciente de extincion de 1,538 ml/mg y la medicién de la absorbancia a 280 nm.

En ciertas realizaciones,

ii) la estabilidad térmica en formato Fab fue determinada por fluorometria de barrido diferencial usando tampon
PBS.

En ciertas realizaciones,

iii) el contenido monomérico (% de mondémero) en formato Fab se determiné por cromatografia de exclusion por
tamafio utilizando una columna Superdex 75 HR10/30 y tampén D-PBS de Gibco a pH 7,4.

En ciertas realizaciones,

iv) el rendimiento de la expresion en formato IgG1 se determind por espectrofotometria UV utilizando un coefi-
ciente de extincion de 1,369 ml/mg y la medicién de la absorbancia a 280 nm.

En ciertas realizaciones,

v) la estabilidad térmica en formato IgG1 fue determinada por fluorometria de barrido diferencial usando
tampdn PBS.

En ciertas realizaciones,

vi) el contenido monomérico (% de mondmero) en formato IgG1 se determind por cromatografia de exclusion
por tamario utilizando una columna Tosoh TSK-Gel G3000SWxI y tampdn D-PBS de Gibco a pH 7,4.

La espectrofotometria UV puede realizarse usando el sistema Nanadrop (peqglab, Erlangen, Alemania). La fluoro-
metria de barrido diferencial se puede realizar usando el termociclador iCycler iQ5 (Biorad). La fluorometria de barri-
do diferencial se puede realizar usando D-PBS de Gibco, pH 7,4 (Invitrogen, Paisley, EE.UU.). La cromatografia de
exclusion por tamafio se puede realizar utilizando el sistema purificador AKTA (GE Healthcare).

En realizaciones adicionales, una coleccidon comprende anticuerpos sintéticos o fragmentos funcionales de los mis-
mos o acidos nucleicos sintéticos que codifican tales anticuerpos o fragmentos funcionales, en donde sustancial-
mente todos o al menos 50% o al menos 60% o al menos 70% o al menos 80% o al menos 90% o al menos 95% o
cada uno de los anticuerpos o fragmentos funcionales comprenden regiones estructurales de la cadena pesada
variable y de la cadena ligera variable que comprenden secuencias de proteinas de la linea germinal de una pareja
de proteinas de la linea germinal, en donde dichas parejas de proteinas de la linea germinal comprenden las si-
guientes propiedades:

i) un rendimiento de la expresion en formato Fab de al menos 2,5 mg/L;

ii) una estabilidad térmica a 70°C o superior en formato Fab;

i) un contenido monomérico (% de monoémero) en formato Fab de al menos 99%, determinado por SEC;

iv) un rendimiento de la expresion en formato IgG1 de al menos 30 mg/L;

v) una estabilidad térmica a 73°C o superior en formato 1gG1;

vi) un contenido monomérico (% de monémero) en formato IgG1 de al menos 99%, determinado por SEC, y
vii) un punto isoeléctrico en formato IgG1 de al menos 8,3.

En realizaciones adicionales, una coleccidon comprende anticuerpos sintéticos o fragmentos funcionales de los mis-
mos o acidos nucleicos sintéticos que codifican tales anticuerpos o fragmentos funcionales, en donde los anticuer-
pos o fragmentos funcionales consisten en o consisten esencialmente en regiones estructurales de la cadena pesa-
da variable y de la cadena ligera variable que comprenden secuencias de proteinas de la linea germinal de una
pareja de proteinas de la linea germinal, en donde dichas parejas de proteinas de la linea germinal comprenden las
siguientes propiedades:
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i) un rendimiento de la expresion en formato Fab de al menos 2,5 mg/L;

ii) una estabilidad térmica a 70°C o superior en formato Fab;

i) un contenido monomérico (% de monoémero) en formato Fab de al menos 99%, determinado por SEC;

iv) un rendimiento de la expresion en formato IgG1 de al menos 30 mg/L;

v) una estabilidad térmica a 73°C o superior en formato 1gG1;

vi) un contenido monomérico (% de monomero) en formato IgG1 de al menos 99%, determinado por SEC, y
vii) un punto isoeléctrico en formato IgG1 de al menos 8,3.

Las siguientes parejas de proteinas de la linea germinal (33) tenian los siguientes valores umbrales o superiores: a)
rendimiento de la expresion de Fab purificado (como se describe en el Ejemplo 9.1.1) de al menos 2,5 mg/L; b) ren-
dimiento de la expresion de IgG1 purificada (como se describe en el Ejemplo 9.2.1) de al menos 30,0 mg/L; c) esta-
bilidad térmica de Fab purificado (como se describe en el Ejemplo 9.1.2) de al menos 70°C; d) estabilidad térmica de
IgG1 purificada (como se describe en el Ejemplo 9.2.2) de al menos 73°C; e) contenido monomeérico de Fab purifica-
do (como se describe en el Ejemplo 9.1.3) de al menos 99%; f) contenido monomérico de IgG1 purificada (como se
describe en el Ejemplo 9.2.3) de al menos 99%; g) punto isoeléctrico de IgG1 purificada (como se describe en el
Ejemplo 9.2.4) de al menos 8,3; y h) puntuacién acumulada de las pruebas de estrés (como se describe en el Ejem-
plo 9.2.7) de al menos 1225, por lo tanto, tienen una actividad funcional superior, relacionada con la capacidad de
desarrollo: VH1-18 (SEQ ID NO: 204)/VK3-20 (SEQ ID NO: 239); VH1-46 (SEQ ID NO: 205)/VK3-15 (SEQ ID NO:
238); VH1-46 (SEQ ID NO: 205)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH1-69*01 (SEQ ID NO: 206)/VL1-51 (SEQ ID NO:
252); VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VK1-12 (SEQ ID NO: 233); VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VK1 -27 (SEQ ID NO: 235);
VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VL1-47 (SEQ ID NO: 251); VH3-07
(SEQ ID NO: 207)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH3-11 (SEQ ID NO: 208)/VL1-40 (SEQ ID NO: 250); VH3-11 (SEQ ID
NO: 208)/VL1 -47 (SEQ ID NO: 251); VH3-11 (SEQ ID NO: 208)/VL1 -51 (SEQ ID NO: 252); VH3-11 (SEQ ID NO:
208)/VL2-23 (SEQ ID NO: 255); VH3-15 (SEQ ID NO: 209)/VK1 -05 (SEQ ID NO: 230); VH3-15 (SEQ ID NO:
209)/VK1-06 (SEQ ID NO: 231); VH3-15 (SEQ ID NO: 209)/VK1-12 (SEQ ID NO: 233); VH3-15 (SEQ ID NO:
209)/VK1-27 (SEQ ID NO: 235); VH3-15 (SEQ ID NO: 209)/VK3-11 (SEQ ID NO: 237); VH3-15 (SEQ ID NO:
209)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH3-21 (SEQ ID NO: 210)/VK1 -12 (SEQ ID NO: 233); VH3-23 (SEQ ID NO:
211)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH3-53 (SEQ ID NO: 213)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH3-53 (SEQ ID NO:
213)/VL2-11 (SEQ ID NO: 253); VH3-74 (SEQ ID NO: 214)/VK1-05 (SEQ ID NO: 230); VH3-74 (SEQ ID NO:
214)/VK1-06 (SEQ ID NO: 231); VH3-74 (SEQ ID NO: 214)/VK1-12 (SEQ ID NO: 233); VH3-74 (SEQ ID NO:
214)/VK3-20 (SEQ ID NO: 239); VH5-51 (SEQ ID NO: 215)/VK1-39 (SEQ ID NO: 236); VH5-51 (SEQ ID NO:
215)/VL1-40 (SEQ ID NO: 250); VH5-51 (SEQ ID NO: 215)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH6-1 (SEQ ID NO:
216)/VK1-09 (SEQ ID NO: 232); VH6-1 (SEQ ID NO: 216)/VK3-20 (SEQ ID NO: 239) y VH6-1 (SEQ ID NO:
216)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252).

—_ - — —

Por lo tanto, en una realizacién, una coleccién comprende anticuerpos sintéticos o fragmentos funcionales de los
mismos o acidos nucleicos sintéticos que codifican tales anticuerpos o fragmentos funcionales, en donde los anti-
cuerpos o fragmentos funcionales comprenden parejas de cadena pesada variable de cadena ligera variable, en
donde las regiones estructurales de las parejas de la cadena pesada variable y la cadena ligera variable compren-
den secuencias de proteinas de la linea germinal de las parejas de la cadena pesada variable y la cadena ligera
variable VH1-18 (SEQ ID NO: 204)/VK3-20 (SEQ ID NO: 239); VH1-46 (SEQ ID NO: 205)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238);
VH1-46 (SEQ ID NO: 205)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH1-69*01 (SEQ ID NO: 206)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252);
VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VK1-12 (SEQ ID NO: 233); VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VK1-27 (SEQ ID NO: 235); VH3-07
(SEQ ID NO: 207)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VL1-47 (SEQ ID NO: 251); VH3-07 (SEQ
ID NO: 207)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH3-11 (SEQ ID NO: 208)/VL1-40 (SEQ ID NO: 250); VH3-11 (SEQ ID NO:
208)/VL1-47 (SEQ ID NO: 251); VH3-11 (SEQ ID NO: 208)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH3-11 (SEQ ID NO:
208)/VL2-23 (SEQ ID NO: 255); VH3-15 (SEQ ID NO: 209)/VK1-05 (SEQ ID NO: 230); VH3-15 (SEQ ID NO:
209)/VK1-06 (SEQ ID NO: 231); VH3-15 (SEQ ID NO: 209)/VK1-12 (SEQ ID NO: 233); VH3-15 (SEQ ID NO:
209)/VK1-27 (SEQ ID NO: 235); VH3-15 (SEQ ID NO: 209)/VK3-11 (SEQ ID NO: 237); VH3-15 (SEQ ID NO:
209)/VL1 -51 (SEQ ID NO: 252); VH3-21 (SEQ ID NO: 210)/VK1 -12 (SEQ ID NO: 233); VH3-23 (SEQ ID NO:
211)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH3-53 (SEQ ID NO: 213)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH3-53 (SEQ ID NO:
213)/VL2-11 (SEQ ID NO: 253); VH3-74 (SEQ ID NO: 214)/VK1-05 (SEQ ID NO: 230); VH3-74 (SEQ ID NO:
214)/VK1-06 (SEQ ID NO: 231); VH3-74 (SEQ ID NO: 214)/VK1-12 (SEQ ID NO: 233); VH3-74 (SEQ ID NO:
214)/VK3-20 (SEQ ID NO: 239); VH5-51 (SEQ ID NO: 215)/VK1-39 (SEQ ID NO: 236); VH5-51 (SEQ ID NO:
215)/VL1-40 (SEQ ID NO: 250); VH5-51 (SEQ ID NO: 215)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH6-1 (SEQ ID NO:
216)/VK1-09 (SEQ ID NO: 232); VH6-1 (SEQ ID NO: 216)/VK3-20 (SEQ ID NO: 239) y VH6-1 (SEQ ID NO:
216)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252).

)
)

)
)
)
)

En realizaciones que comprenden las 33 parejas o un subconjunto de las mismas, se pueden seleccionar parejas
adicionales para ser afadidas a la coleccion, en donde cada pareja de proteinas de la linea germinal afiadida com-
prende las siguientes propiedades:
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i) un rendimiento de la expresion en formato Fab de al menos 2,5 mg/l como se determina por espectrofoto-
metria UV utilizando un coeficiente de extincion de 1,538 ml/mg y la medicién de la absorbancia a 280 nm,

ii) una estabilidad térmica a 70°C o superior en formato Fab segun lo determinado por fluorometria de barrido
diferencial usando tampén de PBS,

i) un contenido monomérico (% de mondmero) en formato Fab de al menos 99% tal como se determina por
cromatografia de exclusién por tamafio utilizando una columna Superdex 75 HR10/30 y tampén D-PBS de Gib-
coapH74,

iv) un rendimiento de la expresion en formato IgG1 de al menos 30 mg/l como se determina por espectrofoto-
metria UV utilizando un coeficiente de extincion de 1,369 ml/mg y la medicion de la absorbancia a 280 nm,

v) una estabilidad térmica a 73°C o superior en formato IgG1 como se determina por fluorometria de barrido di-
ferencial usando tampén de PBS, y

vi) un contenido monomérico (% de mondmero) en formato IgG1 de al menos 99% tal como se determina por
cromatografia de exclusion por tamafio utilizando una columna Tosoh TSK-Gel G3000SWxl y tampén D-PBS
de GibcoapH 7,4.

La espectrofotometria UV puede realizarse usando el sistema Nanadrop (peqglab, Erlangen, Alemania). La fluoro-
metria de barrido diferencial se puede realizar usando el termociclador iCycler iQ5 (Biorad). La fluorometria de barri-
do diferencial se puede realizar usando D-PBS de Gibco, pH 7,4 (Invitrogen, Paisley, EE.UU.). La cromatografia de
exclusion por tamafio se puede realizar utilizando el sistema purificador AKTA (GE Healthcare).

En realizaciones que comprenden las 33 parejas o un subconjunto de las mismas, se pueden seleccionar parejas
adicionales para ser afadidas a la coleccion, en donde cada pareja de proteinas de la linea germinal afiadida com-
prende ademas la siguiente propiedad:

vii) un punto isoeléctrico en formato IgG1 de al menos 8,3.

En una realizacion adicional, las parejas se afiaden a una coleccion a pesar de que las parejas mismas no cumplian
todos los valores umbrales dentro de cada criterio, pero se afiadieron a las colecciones con el fin de aumentar la
diversidad. En una realizacion, la coleccion de 33 parejas de proteinas de la linea germinal comprende ademas:
VH3-23 (SEQ ID NO: 211)/VK1-39 (SEQ ID NO: 236); VH3-23 (SEQ ID NO: 211)/VL2-23 (SEQ ID NO: 255); y VH3-
23 (SEQ ID NO: 211)/VL3-1 (SEQ ID NO: 256). En esta realizacion, la coleccion comprende (36 parejas): VH1-18
(SEQ ID NO: 204)/VK3-20 (SEQ ID NO: 239); VH1-46 (SEQ ID NO: 205)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH1-46 (SEQ
ID NO: 205)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH1-69*01 (SEQ ID NO: 206)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH3-07 (SEQ ID
NO: 207)/VK1-12 (SEQ ID NO: 233); VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VK1-27 (SEQ ID NO: 235); VH3-07 (SEQ ID NO:
207)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VL1-47 (SEQ ID NO: 251); VH3-07 (SEQ ID NO:
207)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH3-11 (SEQ ID NO: 208)/VL1-40 (SEQ ID NO: 250); VH3-11 (SEQ ID NO:
208)/VL1-47 (SEQ ID NO: 251); VH3-11 (SEQ ID NO: 208)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH3-11 (SEQ ID NO:
208)/VL2-23 (SEQ ID NO: 255); VH3-15 (SEQ ID NO: 209)/VK1-05 (SEQ ID NO: 230); VH3-15 (SEQ ID NO:
209)/VK1-06 (SEQ ID NO: 231); VH3-15 (SEQ ID NO: 209)/VK1-12 (SEQ ID NO: 233); VH3-15 (SEQ ID NO:
209)/VK1-27 (SEQ ID NO: 235); VH3-15 (SEQ ID NO: 209)/VK3-11 (SEQ ID NO: 237); VH3-15 (SEQ ID NO:
209)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH3-21 (SEQ ID NO: 210)/VK1-12 (SEQ ID NO: 233); VH3-23 (SEQ ID NO:
211)/VK1-39 (SEQ ID NO: 236); VH3-23 (SEQ ID NO: 211)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH3-23 (SEQ ID NO:
211)/VL2-23 (SEQ ID NO: 255); VH3-23 (SEQ ID NO: 211)/VL3-1 (SEQ ID NO: 256); VH3-53 (SEQ ID NO:
213)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH3-53 (SEQ ID NO: 213)/VL2-11 (SEQ ID NO: 253); VH3-74 (SEQ ID NO:
214)/VK1-05 (SEQ ID NO: 230); VH3-74 (SEQ ID NO: 214)/VK1-06 (SEQ ID NO: 231); VH3-74 (SEQ ID NO:
214)/VK1-12 (SEQ ID NO: 233); VH3-74 (SEQ ID NO: 214)/VK3-20 (SEQ ID NO: 239); VH5-51 (SEQ ID NO:
215)/VK1-39 (SEQ ID NO: 236); VH5-51 (SEQ ID NO: 215)/VL1-40 (SEQ ID NO: 250); VH5-51 (SEQ ID NO:
215)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH6-1 (SEQ ID NO: 216)/VK1-09 (SEQ ID NO: 232); VH6-1 (SEQ ID NO: 216)/VK3-
20 (SEQ ID NO: 239) y VH6-1 (SEQ ID NO: 216)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252).

En realizaciones, las colecciones que comprenden cualquier cantidad de estas parejas de proteinas de la linea ger-
minal o acidos nucleicos sintéticos que codifican tales anticuerpos o fragmentos funcionales podrian utilizarse para
identificar anticuerpos o fragmentos de los mismos con capacidad de desarrollo contra cualquier antigeno.

En algunas realizaciones, una coleccion comprende anticuerpos sintéticos o fragmentos funcionales de los mismos o
acidos nucleicos sintéticos que codifican tales anticuerpos o fragmentos funcionales, en donde los anticuerpos o
fragmentos funcionales comprenden parejas de cadena pesada variable y de cadena ligera variable, en donde las
regiones estructurales de las parejas de la cadena pesada variable y la cadena ligera variable comprenden secuen-
cias de proteinas de la linea germinal seleccionadas a partir de dos o mas, tres o mas, cuatro o mas, cinco o mas,
seis 0 mas, siete o mas, ocho o mas, nueve o mas, diez o mas, once o mas, doce o mas, trece o mas, catorce o
mas, quince o mas, dieciséis o mas, diecisiete o mas, dieciocho o mas, diecinueve o mas, veinte o mas, veintiuno o
mas, veintidés o mas, veintitrés o mas, veinticuatro o mas, veinticinco o mas, veintiséis o mas, veintisiete o mas,
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veintiocho o mas, veintinueve o mas, treinta o mas, treinta y uno o mas, treinta y dos o mas, treinta y tres o mas,
parejas de cadena pesada variable y de cadena ligera variable seleccionadas a partir del grupo que consiste en
VH1-18 (SEQ ID NO: 204)/VK3-20 (SEQ ID NO: 239); VH1-46 (SEQ ID NO: 205)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH1-46
(SEQ ID NO: 205)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH1-69*01 (SEQ ID NO: 206)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH3-07
(SEQ ID NO: 207)/VK1-12 (SEQ ID NO: 233); VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VK1-27 (SEQ ID NO: 235); VH3-07 (SEQ
ID NO: 207)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VL1-47 (SEQ ID NO: 251); VH3-07 (SEQ ID NO:
207)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH3-11 (SEQ ID NO: 208)/VL1 -40 (SEQ ID NO: 250); VH3-11 (SEQ ID NO:
208)/VL1 -47 (SEQ ID NO: 251); VH3-11 (SEQ ID NO: 208)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH3-11 (SEQ ID NO:
208)/VL2-23 (SEQ ID NO: 255); VH3-15 (SEQ ID NO: 209)/VK1 -05 (SEQ ID NO: 230); VH3-15 (SEQ ID NO:
209)/VK1 -06 (SEQ ID NO: 231); VH3-15 (SEQ ID NO: 209)/VK1-12 (SEQ ID NO: 233); VH3-15 (SEQ ID NO:
209)/VK1 -27 (SEQ ID NO: 235); VH3-15 (SEQ ID NO: 209)/VK3-11 (SEQ ID NO: 237); VH3-15 (SEQ ID NO:

209)VL1-51 (SEQ ID NO:
211)IVK3-15 (SEQ ID NO:
213)VL2-11 (SEQ ID NO:
214)/VK1-06 (SEQ ID NO:
214)IVK3-20 (SEQ ID NO:

252); VH3-21 (SEQ ID NO: 210)/VK1-12 (SEQ ID NO:
238); VH3-53 (SEQ ID NO: 213)/VK3-15 (SEQ ID NO:
253); VH3-74 (SEQ ID NO: 214)/VK1-05 (SEQ ID NO:
231); VH3-74 (SEQ ID NO: 214)/VK1-12 (SEQ ID NO:

239); VH5-51 (SEQ ID NO: 215)/VK1 -39 (SEQ ID NO:

233);
238);
230);
233); VH3-74 (SEQ ID
236); VH5-51 (SEQ ID

VH3-23 (SEQ ID
VH3-53 (SEQ ID
VH3-74 (SEQ ID

NO:
NO:
NO:
NO:
NO:

NO:
NO:

215)/VL1-40 (SEQ ID NO: 250); VH5-51 (SEQ ID NO: 215)VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH6-1 (SEQ ID
216)/VK1-09 (SEQ ID NO: 232); VH6-1 (SEQ ID NO: 216)/VK3-20 (SEQ ID NO: 239) y VH6-1 (SEQ ID
216)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252).

En una realizacion, una coleccion comprende anticuerpos sintéticos o fragmentos funcionales de los mismos o aci-
dos nucleicos sintéticos que codifican tales anticuerpos o fragmentos funcionales, en donde sustancialmente todos o
al menos 50% o al menos 60% o al menos 70% o al menos 80 % o al menos 90% o al menos 95% o cada uno de
los anticuerpos o fragmentos funcionales comprenden parejas de cadena pesada variable y de cadena ligera varia-
ble, en donde las regiones estructurales de las parejas de cadena pesada variable y de cadena ligera variable com-
prenden secuencias de proteinas de la linea germinal seleccionadas a partir de las parejas de cadena pesada varia-
ble y de cadena ligera variable VH1-18 (SEQ ID NO: 204)/VK3-20 (SEQ ID NO: 239); VH1-46 (SEQ ID NO:
205)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH1-46 (SEQ ID NO: 205)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH1-69*01 (SEQ ID NO:
206)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VK1-12 (SEQ ID NO: 233); VH3-07 (SEQ ID NO:
207)/VK1-27 (SEQ ID NO: 235); VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH3-07 (SEQ ID NO:
207)/VL1-47 (SEQ ID NO: 251); VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH3-11 (SEQ ID NO:
208)/VL1-40 (SEQ ID NO: 250); VH3-11 (SEQ ID NO: 208)/VL1 -47 (SEQ ID NO: 251); VH3-11 (SEQ ID NO:
208)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH3-11 (SEQ ID NO: 208)/VL2-23 (SEQ ID NO: 255); VH3-15 (SEQ ID NO:
209)/VK1 -05 (SEQ ID NO: 230); VH3-15 (SEQ ID NO: 209)/VK1-06 (SEQ ID NO: 231); VH3-15 (SEQ ID NO:
209)/VK1 -12 (SEQ ID NO: 233); VH3-15 (SEQ ID NO: 209)/VK1 -27 (SEQ ID NO: 235); VH3-15 (SEQ ID NO:
209)/VK3-11 (SEQ ID NO: 237); VH3-15 (SEQ ID NO: 209)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH3-21 (SEQ ID NO:
210)/VK1-12 (SEQ ID NO: 233); VH3-23 (SEQ ID NO: 211)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH3-53 (SEQ ID NO:
213)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238; VH3-53 (SEQ ID NO: 213)/VL2-11 (SEQ ID NO: 253); VH3-74 (SEQ ID NO:
214)/VK1-05 (SEQ ID NO: 230); VH3-74 (SEQ ID NO: 214)/VK1-06 (SEQ ID NO: 231); VH3-74 (SEQ ID NO:
)
)

~

—_—

214)/VK1-12 (SEQ ID NO: 233); VH3-74 (SEQ ID NO: 214)/VK3-20 (SEQ ID NO: 239): VH5-51 (SEQ ID NO:
215)VK1 -39 (SEQ ID NO: 236); VH5-51 (SEQ ID NO: 215)VL1-40 (SEQ ID NO: 250); VH5-51 (SEQ ID NO:
215)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH6-1 (SEQ ID NO: 216)/VK1-09 (SEQ ID NO: 232); VH6-1 (SEQ ID NO: 216)/VK3-
20 (SEQ ID NO: 239) y VH6-1 (SEQ ID NO: 216)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252).

Una realizacion comprende una coleccion de anticuerpos sintéticos o fragmentos funcionales de los mismos o aci-
dos nucleicos sintéticos que codifican tales anticuerpos o fragmentos funcionales, en donde los anticuerpos o frag-
mentos funcionales comprenden parejas de cadena pesada variable y de cadena ligera variable, en donde las regio-
nes estructurales de las parejas de cadena pesada variable y de cadena ligera variable comprenden secuencias de
proteinas de la linea germinal, que consisten en o que consisten esencialmente en las parejas de la cadena pesada
variable y de la cadena ligera variable VH1-18 (SEQ ID NO: 204)/VK3-20 (SEQ ID NO: 239); VH1-46 (SEQ ID NO:
205)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH1-46 (SEQ ID NO: 205)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH1-69*01 (SEQ ID NO:
NO:

206)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH3-07 (SEQ ID NO:
207)/VK1-27 (SEQ ID NO: 235); VH3-07 (SEQ ID NO:
207)/VL1-47 (SEQ ID NO: 251); VH3-07 (SEQ ID NO:

208)/VL1-40 (SEQ ID NO: 250); VH3-11 (SEQ ID NO:
208)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH3-11 (SEQ ID

209)/VK3-11 (SEQ ID NO: 237); VH3-15 (SEQ ID
210)/VK1-12 (SEQ ID NO: 233); VH3-23 (SEQ ID
213)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH3-53 (SEQ ID
214)/VK1-05 (SEQ ID NO: 230); VH3-74 (SEQ ID
214)/VK1-12 (SEQ ID NO: 233); VH3-74 (SEQ ID

NO:
209)/VK1 -05 (SEQ ID NO: 230); VH3-15 (SEQ ID NO:
209)/VK1 -12 (SEQ ID NO: 233); VH3-15 (SEQ ID NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
215)/VK1 -39 (SEQ ID NO: 236); VH5-51 (SEQ ID NO: 215)/VL1-40 (SEQ ID NO:

207)/VK1-12 (SEQ ID NO:
207)/VK3-15 (SEQ ID NO:
207)VL1-51 (SEQ ID NO:

208)VL1 -47 (SEQ ID NO:

208)/VL2-23 (SEQ ID NO:

209)/VK1 -06 (SEQ ID NO:
209)/VK1 -27 (SEQ ID NO:

209)VL1-51 (SEQ ID NO:
211)VK3-15 (SEQ ID NO:
213)VL2-11 (SEQ ID NO:
214)VK1-06 (SEQ ID NO:
214)/VK3-20 (SEQ ID NO:

233);

238

)

252);

255);
231); VH3-15 (SEQ ID
235); VH3-15 (SEQ ID
252); VH3-21 (SEQ ID

238);
253);
)
)
)

231

239);
250);

)
251);
)

VH3-07 (SEQ ID
VH3-07 (SEQ ID
VH3-11 (SEQ ID
VH3-11 (SEQ ID
VH3-15 (SEQ ID

VH3-53 (SEQ ID
VH3-74 (SEQ ID
VH3-74 (SEQ ID
VH5-51 (SEQ ID
VH5-51 (SEQ ID

NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:

215)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH6-1 (SEQ ID NO: 216)/VK1-09 (SEQ ID NO: 232); VH6-1 (SEQ ID NO: 216)/VK3-
20 (SEQ ID NO: 239) y VH6-1 (SEQ ID NO: 216)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252).
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Un aspecto adicional de la presente invencion es la capacidad de las colecciones para ser Utiles en la identificacion
de anticuerpos o fragmentos funcionales de los mismos contra cualquier agente inmundgeno. Por lo tanto, las colec-
ciones comprenden regiones estructurales de la cadena pesada variable y regiones estructurales de la cadena ligera
variable que comprenden secuencias de proteinas de la linea germinal de al menos dos parejas de proteinas de la
linea germinal diferentes; al menos tres parejas de proteinas de la linea germinal diferentes; al menos cuatro parejas
de proteinas de la linea germinal diferentes; al menos cinco parejas de proteinas de la linea germinal diferentes; al
menos seis parejas de proteinas de la linea germinal diferentes; al menos siete parejas de proteinas de la linea
germinal diferentes; al menos ocho parejas de proteinas de la linea germinal diferentes; al menos nueve parejas de
proteinas de la linea germinal diferentes; al menos diez parejas de proteinas de la linea germinal diferentes; al me-
nos once parejas de proteinas de la linea germinal diferentes; al menos doce parejas de proteinas de la linea germi-
nal diferentes; al menos trece parejas de proteinas de la linea germinal diferentes; al menos catorce parejas de pro-
teinas de la linea germinal diferentes; al menos quince parejas de proteinas de la linea germinal diferentes; al menos
dieciséis parejas de proteinas de la linea germinal diferentes; al menos diecisiete parejas de proteinas de la linea
germinal diferentes; al menos dieciocho parejas de proteinas de la linea germinal diferentes; al menos diecinueve
parejas de proteinas de la linea germinal diferentes; al menos veinte parejas de proteinas de la linea germinal dife-
rentes; al menos 21 parejas de proteinas de la linea germinal diferentes; al menos 22 parejas de proteinas de la
linea germinal diferentes; al menos 23 parejas de proteinas de la linea germinal diferentes; al menos 24 parejas de
proteinas de la linea germinal diferentes; al menos 25 parejas de proteinas de la linea germinal diferentes; al menos
26 parejas de proteinas de la linea germinal diferentes; al menos 27 parejas de proteinas de la linea germinal dife-
rentes; al menos 28 proteinas de la linea germinal de cadena pesada variable diferente; al menos 29 secuencias de
parejas de proteinas de la linea germinal diferentes; al menos 30 parejas de proteinas de la linea germinal diferen-
tes; al menos 31 parejas de proteinas de la linea germinal diferentes; al menos 32 parejas de proteinas de la linea
germinal diferentes; al menos 33 parejas de proteinas de la linea germinal diferentes; al menos 34 parejas de protei-
nas de la linea germinal diferentes; al menos 35 parejas de proteinas de la linea germinal diferentes; al menos 36
parejas de proteinas de la linea germinal diferentes; al menos 37 parejas de proteinas de la linea germinal diferen-
tes; al menos 38 parejas de proteinas de la linea germinal diferentes; al menos 39 parejas de proteinas de la linea
germinal diferentes; al menos 40 parejas de proteinas de la linea germinal diferentes; al menos 41 parejas de protei-
nas de la linea germinal diferentes; al menos 42 parejas de proteinas de la linea germinal diferentes; al menos 43
parejas de proteinas de la linea germinal diferentes; al menos 44 parejas de proteinas de la linea germinal diferen-
tes; al menos 45 parejas de proteinas de la linea germinal diferentes; al menos 46 parejas de proteinas de la linea
germinal diferentes; al menos 47 parejas de proteinas de la linea germinal diferentes; al menos 48 parejas de protei-
nas de la linea germinal diferentes; al menos 49 parejas de proteinas de la linea germinal diferentes; al menos 50
parejas de proteinas de la linea germinal diferentes; al menos 51 parejas de proteinas de la linea germinal diferen-
tes; al menos 52 parejas de proteinas de la linea germinal diferentes; al menos 53 parejas de proteinas de la linea
germinal diferentes; al menos 54 diferentes parejas de proteinas de la linea germinal.

Como un bajo potencial de inmunogenicidad en los seres humanos es un objetivo para los anticuerpos terapéuticos,
en un aspecto, las colecciones comprenden regiones estructurales que comprenden secuencias de proteinas de la
linea germinal o acidos nucleicos que las codifican. Ademas, con el fin de conservar un bajo riesgo de inmunogeni-
cidad, se pueden usar regiones determinantes de la complementariedad que comprenden secuencias de proteinas
de la linea germinal. En una realizacion, las colecciones comprenden anticuerpos sintéticos o fragmentos funciona-
les de los mismos o acidos nucleicos sintéticos que codifican tales anticuerpos o fragmentos funcionales que com-
prenden una o varias regiones determinantes de complementariedad que comprenden secuencias de proteinas de la
linea germinal procedentes de las respectivas parejas de cadena pesada variable y de cadena ligera variable, en
donde las secuencias de aminoacidos y de acido nucleico de la regiones determinantes de complementariedad de
las cadenas pesadas variables y cadenas ligeras variables se representan en las Figuras 25-33. Mas especificamen-
te, en una realizacion, una coleccién comprende anticuerpos o fragmentos funcionales de los mismos o acidos nu-
cleicos sintéticos que codifican tales anticuerpos o fragmentos funcionales que comprenden regiones CDR1 que
comprenden secuencias de proteinas de la linea germinal de las respectivas parejas de cadena pesada variable y/o
de cadena ligera variable, en donde las secuencias de aminoacidos y de acidos nucleicos de la region CDR1 de las
cadenas pesadas variables y las cadenas ligeras variables se representan en las Figuras 25, 28 y 31, y las SEQ ID
NOs: 204-265 correspondientes. En una realizacion, una coleccion comprende anticuerpos o fragmentos funcionales
de los mismos o acidos nucleicos sintéticos que codifican tales anticuerpos o fragmentos funcionales que compren-
den regiones HCDR1 que comprenden secuencias de proteinas de la linea germinal procedentes de las respectivas
parejas de cadena pesada variable y de cadena ligera variable, en donde las secuencias de aminoacidos y de aci-
dos nucleicos de la region HCDR1 de las cadenas pesadas variables y cadenas ligeras variables se representan en
la Figura 25 y las SEQ ID NOs: 204-229 correspondientes. En una realizacién, una coleccién comprende anticuerpos
o fragmentos funcionales de los mismos o acidos nucleicos sintéticos que codifican tales anticuerpos o fragmentos
funcionales que comprenden regiones LCDR1 que comprenden secuencias de proteinas de la linea germinal proce-
dentes de las respectivas parejas de cadena pesada variable y de cadena ligera variable, en donde las secuencias
de aminoacidos y de acidos nucleicos de la region LCDR1 de las cadenas pesadas variables y las cadenas ligeras
variables se representan en las Figuras 28 y 31 y las SEQ ID NOs: 230-265 correspondientes. En una realizacion
adicional, una coleccion comprende anticuerpos o fragmentos funcionales de los mismos o acidos nucleicos sintéti-
cos que codifican tales anticuerpos o fragmentos funcionales que comprenden regiones CDR2 que comprenden
secuencias de proteinas de la linea germinal procedentes de las respectivas parejas de cadena pesada variable y/o
de cadena ligera variable, en donde las secuencias de aminoacidos y de acidos nucleicos de la region CDR2 de las
34
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cadenas pesadas variables y las cadenas ligeras variables se representan en las Figuras 26, 29 y 32, y las SEQ ID
NOs: 204-265 correspondientes. En una realizacion adicional, una coleccién comprende anticuerpos o fragmentos
funcionales de los mismos o acidos nucleicos sintéticos que codifican tales anticuerpos o fragmentos funcionales
que comprenden regiones HCDR2 que comprenden secuencias de proteinas de la linea germinal procedentes de
las respectivas parejas de cadena pesada variable y de cadena ligera variable, en donde las secuencias de aminoa-
cidos y de acidos nucleicos de la region HCDR2 de las cadenas pesadas variables y cadenas ligeras variables se
representan en la Figura 26 y las SEQ ID NOs: 204-229 correspondientes. En una realizacion adicional, una colec-
cion comprende anticuerpos o fragmentos funcionales de los mismos o acidos nucleicos sintéticos que codifican
tales anticuerpos o fragmentos funcionales que comprenden regiones LCDR2 que comprenden secuencias de pro-
teinas de la linea germinal procedentes de las respectivas parejas de cadena pesada variable y de cadena ligera
variable, en donde las secuencias de aminoacidos y de acidos nucleicos de la region LCDR2 de las cadenas pesa-
das variables y las cadenas ligeras variables se representan en las Figuras 29 y 32 y las SEQ ID NOs: 230-265
correspondientes.

Un aspecto de la descripcion incluye la modificacion de regiones determinantes de complementariedad de la linea
germinal para eliminar posibles sitios de modificacién postraduccional (PTMs). Ejemplos de regiones determinantes
de complementariedad de la cadena pesada variable modificadas para eliminar PTMs, se muestran en las Figuras
34-36. En un aspecto, una coleccion comprende anticuerpos o fragmentos funcionales de los mismos o acidos nu-
cleicos sintéticos que codifican tales anticuerpos o fragmentos funcionales que comprenden una o varias regiones
determinantes de complementariedad que comprenden modificaciones de aminoacidos que eliminan potenciales
sitios de modificacion postraduccionales. En una realizacion, una coleccion comprende anticuerpos o fragmentos
funcionales de los mismos o acidos nucleicos sintéticos que codifican tales anticuerpos o fragmentos funcionales
que comprenden una o varias regiones determinantes de complementariedad que comprenden secuencias de regio-
nes determinantes de complementariedad o secuencias acidos nucleicos que codifican las mismas representadas en
las Figuras 34-36 de la respectiva cadena pesada variable. En una realizacion adicional, una colecciéon comprende
anticuerpos o fragmentos funcionales de los mismos o acidos nucleicos sintéticos que codifican tales anticuerpos o
fragmentos funcionales que comprenden regiones HCDR1 que comprenden la HCDR1 o acidos nucleicos que codi-
fican la misma representadas en las Figuras 34-36 de la respectiva cadena pesada variable. Las secuencias de
aminoacidos de las HCDR1s con pocos PTMs se representan en SEQ ID NOs: 266-278. Las secuencias de acidos
nucleicos de HCDR1s con pocos PTMs se representan en SEQ ID NOs: 279-291. En una realizacién adicional, una
coleccion comprende anticuerpos o fragmentos funcionales de los mismos o acidos nucleicos sintéticos que codifi-
can tales anticuerpos o fragmentos funcionales que comprenden regiones HCDR2 que comprenden las regiones
HCDR?2 o acidos nucleicos que las codifican representadas en las Figuras 34-36 de la respectiva cadena pesada
variable. Las secuencias de aminoacidos de las HCDR2s con pocos PTMs se representan en SEQ ID NOs: 266-278.
Las secuencias de acidos nucleicos de las HCDR2s con pocos PTMs se representan en SEQ ID NOs: 279-291.

Un aspecto de la descripcion incluye la utilizacion de secuencias de FR4 de la linea germinal en las colecciones. En
una realizacién, una coleccion comprende anticuerpos o fragmentos funcionales de los mismos o acidos nucleicos
sintéticos que codifican tales anticuerpos o fragmentos funcionales que comprenden una regién FR4 seleccionada a
partir del grupo que consiste en: JH4 (SEQ ID NO: 293), Jk1 (SEQ ID NO: 297) y JA2/3 (SEQ ID NO: 301). En una
realizacion, una coleccion comprende anticuerpos o fragmentos funcionales de los mismos o acidos nucleicos sinté-
ticos que codifican tales anticuerpos o fragmentos funcionales que comprenden una regiéon JH4 FR4 de la linea
germinal, cuya secuencia de aminoacidos o de acido nucleico se representa en la Figura 40. La secuencia de ami-
noacidos de JH4 FR4 se representa en (SEQ ID NO: 293) y (SEQ ID NO: 295). La secuencia de acido nucleico de
JH4 FR4 se representa en (SEQ ID NO: 292) y (SEQ ID NO: 294). En una realizacién, una coleccion comprende
anticuerpos o fragmentos funcionales de los mismos o acidos nucleicos sintéticos que codifican tales anticuerpos o
fragmentos funcionales que comprenden una region Jk1 FR4 de la linea germinal, cuya secuencia de aminoacidos o
de acido nucleico se representa en la Figura 40. La secuencia de aminoacidos de Jk1 FR4 se representa en (SEQ
ID NO: 297). La secuencia de acido nucleico de Jk1 FR4 se representa en (SEQ ID NO: 296), (SEQ ID NO: 298) y
(SEQ ID NO: 299). En una realizacion, una coleccidon comprende anticuerpos o fragmentos funcionales de los mis-
mos o acidos nucleicos sintéticos que codifican tales anticuerpos o fragmentos funcionales que comprenden una
region JA2/3 FR4 de la linea germinal, cuya secuencia de aminoacidos o de acido nucleico se representa en la Figu-
ra 40. La secuencia de aminoacidos de JA2/3 FR4 se representa en (SEQ ID NO: 301). La secuencia de acido nu-
cleico de JA2/3 FR4 se representa en (SEQ ID NO: 300), (SEQ ID NO: 302) y (SEQ ID NO: 303).

En un aspecto, con el fin de mejorar la capacidad de identificar anticuerpos o un fragmento de los mismos contra
cualquier antigeno, las colecciones comprenden una region CDR3 diversificada. En una realizacién, una coleccion
comprende anticuerpos o fragmentos funcionales de los mismos o acidos nucleicos sintéticos que codifican tales
anticuerpos o fragmentos funcionales que comprenden una region HCDRS3 diversificada. En una realizacion, una
coleccion comprende anticuerpos o fragmentos funcionales de los mismos o acidos nucleicos sintéticos que codifi-
can tales anticuerpos o fragmentos funcionales que comprenden una region LCDR3 diversificada.

En otro aspecto, con el fin de mejorar la capacidad de identificar anticuerpos o fragmentos de los mismos contra
cualquier antigeno, las colecciones comprenden al menos 1 X 10* anticuerpos o fragmentos funcionales de los mis-
mos o acidos nucleicos sintéticos que codifican tales anticuerpos o fragmentos funcionales, al menos 1 X 10° anti-
cuerpos o fragmentos funcionales de los mismos o acidos nucleicos sintéticos que codifican tales anticuerpos o
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fragmentos funcionales, al menos 1 X 10° anticuerpos o fragmentos funcionales de Ios mismos o acidos nucleicos
sintéticos que codifican tales anticuerpos o fragmentos funcionales, al menos 1 x 107 anticuerpos o fragmentos fun-
cionales de Ios mismos o acidos nucleicos sintéticos que codifican tales anticuerpos o fragmentos funcionales, al
menos 1 X 10° anticuerpos o fragmentos funcionales de los mismos o acidos nucleicos sintéticos que codifican tales
anticuerpos o fragmentos funcionales, al menos 1 x 10° anticuerpos o fragmentos funcionales de Ios mismos o aci-
dos nucleicos sintéticos que codifican tales anticuerpos o fragmentos funcionales, al menos 1 x 10" anticuerpos o
fragmentos funcionales de los mlsmos o acidos nucleicos sintéticos que codifican tales anticuerpos o fragmentos
funcionales o al menos 1 X 10" anticuerpos o fragmentos funcionales de los mismos o acidos nucleicos sintéticos
que codifican tales anticuerpos o fragmentos funcionales.

En una realizacion, las colecciones comprenden anticuerpos o acidos nucleicos sintéticos que codifican tales anti-
cuerpos seleccionados a partir del grupo que consiste en 1IgG1, IgG2, 1gG3, IgG4, IgA, IgE, IgM e IgD humanas. En
una realizacion, las colecciones comprenden fragmentos de anticuerpos o acidos nucleicos sintéticos que codifican
tales fragmentos seleccionados a partir del grupo que consiste en Fab, F(ab')2, Fab', Fv y scFv.

En realizaciones, los dominios constantes de la cadena pesada de IgG de los anticuerpos de las colecciones com-
prenden las secuencias de aminoacidos mostradas en las Figuras 41A-B (SEQ ID NO: 305). En otras realizaciones,
los acidos nucleicos que codifican los dominios constantes de la cadena pesada de IgG de los anticuerpos de la
coleccion comprenden las secuencias de acido nucleico mostradas en las Figuras 41A-B (SEQ ID NO: 304). En
realizaciones, los dominios constantes de la cadena pesada de Fab de los fragmentos de anticuerpo de las colec-
ciones comprenden las secuencias de aminoacidos mostradas en la Figura 42 (SEQ ID NO: 307). En otras realiza-
ciones, los acidos nucleicos que codifican los dominios constantes de la cadena pesada de Fab de los anticuerpos
de la coleccién comprenden las secuencias de acido nucleico mostradas en la Figura 42 (SEQ ID NO: 306). En rea-
lizaciones, los dominios constantes de la cadena ligera kappa de IgG (SEQ ID NO: 309) y/o Fab (SEQ ID NO: 311)
de los anticuerpos o fragmentos de anticuerpos de las colecciones comprenden las secuencias de aminoacidos
mostradas en la Figura 43. En otras realizaciones, los acidos nucleicos que codifican los dominios constantes de la
cadena ligera kappa de IgG (SEQ ID NO: 308) y/o Fab (SEQ ID NO: 310) de los anticuerpos o fragmentos de anti-
cuerpos de las colecciones comprenden las secuencias de acidos nucleicos mostradas en la Figura 43. En realiza-
ciones, los dominios constantes de la cadena ligera lambda de IgG (SEQ ID NO: 313) y/o Fab (SEQ ID NO: 315) de
los anticuerpos o fragmentos de anticuerpos de las colecciones comprenden las secuencias de aminoacidos mos-
tradas en la Figura 44. En otras realizaciones, los acidos nucleicos que codifican los dominios constantes de la ca-
dena ligera lambda de IgG (SEQ ID NO: 312) y/o Fab (SEQ ID NO: 314) de los anticuerpos o fragmentos de anti-
cuerpos de las colecciones comprenden las secuencias de acido nucleico mostradas en la Figura 44.

Un aspecto comprende, un vector que comprende las colecciones de acidos nucleicos descritas en este documento.
En una realizacion, el vector comprende un vector de presentacion. En una realizacion, el vector comprende un
vector fagémido, un vector de presentacion en levadura o de presentacion en mamifero. Un aspecto es una célula
hospedadora recombinante que comprende los acidos nucleicos descritos en el presente documento o un vector
descrito en este documento. En una realizacion, el hospedador recombinante es procariota o eucariota. En una rea-
lizacion, la célula hospedadora recombinante es E. coli, de mamifero o de levadura.

Métodos de preparacion
Un aspecto comprende métodos para producir las colecciones descritas en este documento.

Un aspecto comprende, un método para producir una coleccion de anticuerpos sintéticos o fragmentos funcionales
de los mismos o acidos nucleicos sintéticos que codifican tales anticuerpos o fragmentos funcionales, que compren-
de

a) la identificacion de parejas de genes de la linea germinal de la cadena pesada variable y la cadena ligera va-
riable presentes en el repertorio inmune humano;

b) someter a ensayo las parejas de proteinas de la linea germinal de la cadena pesada variable y la cadena li-
gera variable identificadas en la etapa a) para estudiar las siguientes propiedades:

i) un rendimiento de la expresion en formato Fab de al menos 2,5 mg/L;

ii) una estabilidad térmica a 70°C o superior en formato Fab;

i) un contenido monomérico (% de monoémero) en formato Fab de al menos 98%, determinado por SEC;
iv) un rendimiento de la expresion en formato IgG1 de al menos 30 mg/L;

v) una estabilidad térmica a 73°C o superior en formato IgG1; y

vii) un contenido monomérico (% de mondémero) en formato IgG1 de al menos 99%, determinado por

SEC;y
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c) generar una coleccion, en la que sustancialmente todos o al menos 50% o al menos 60% o al menos 70% o
al menos 80% o al menos 90% o al menos 95% o cada uno de los anticuerpos o fragmentos funcionales de los
mismos comprenden parejas de la cadena pesada variable y de la cadena ligera variable, en donde las regio-
nes estructurales de las parejas de la cadena pesada variable y de la cadena ligera variable comprenden se-
cuencias de proteinas de la linea germinal de las parejas de proteinas de la linea germinal que cumplen las
propiedades de la etapa b).

En ciertas realizaciones del método,

i) el rendimiento de la expresion en formato Fab se determiné por espectrofotometria UV utilizando un coefi-
ciente de extincion de 1,538 ml/mg y la medicién de la absorbancia a 280 nm.

En ciertas realizaciones,

ii) la estabilidad térmica en formato Fab fue determinada por fluorometria de barrido diferencial usando tampon
PBS.

En ciertas realizaciones,

iii) el contenido monomérico (% de mondémero) en formato Fab se determiné por cromatografia de exclusion por
tamafio utilizando una columna Superdex 75 HR10/30 y tampén D-PBS de Gibco a pH 7,4.

En ciertas realizaciones,

iv) el rendimiento de la expresion en formato IgG1 se determind por espectrofotometria UV utilizando un coefi-
ciente de extincion de 1,369 ml/mg y la medicion de la absorbancia a 280 nm.

En ciertas realizaciones,

v) la estabilidad térmica en formato IgG1 fue determinada por fluorometria de barrido diferencial usando
tampdn PBS.

En ciertas realizaciones,

vi) el contenido monomérico (% de mondmero) en formato IgG1 se determind por cromatografia de exclusion
por tamario utilizando una columna Tosoh TSK-Gel G3000SWxI y tampdn D-PBS de Gibco a pH 7,4.

La espectrofotometria UV puede realizarse usando el sistema Nanadrop (peqglab, Erlangen, Alemania). La fluoro-
metria de barrido diferencial se puede realizar usando el termociclador iCycler iQ5 (Biorad). La fluorometria de barri-
do diferencial se puede realizar usando D-PBS de Gibco, pH 7,4 (Invitrogen, Paisley, EE.UU.). La cromatografia de
exclusion por tamafio se puede realizar utilizando el sistema purificador AKTA (GE Healthcare).

En una realizacion, la etapa a) comprende adicionalmente las etapas
aa) aislar linfocitos B humanos a partir de una muestra;
ab) generar ADNc a partir de los linfocitos B;
ac) amplificar con PCR los ADNc de los linfocitos B;
ad) secuenciar los productos de la PCR;
ae) identificar los genes de la linea germinal de cada producto de la PCR.

Los anticuerpos y fragmentos de los mismos que codifican el ADN de cada linfocito B se aislan y se amplifican, por
ejemplo, la cadena pesada y ligera se aislan fisicamente en una reaccién de PCR. El ADN se secuencia preferible-
mente. El ADN secuenciado puede ser ADNc generado a partir del ARNm de linfocitos B. La extraccion del ARNm a
partir de células eucariotas, tales como linfocitos B, es un procedimiento tecnolégico bien conocido. Existen numero-
sos protocolos y estan disponibles kits comerciales. Tal como el sistema de aislamiento de ARNm PonATtract®
(Promega, Madison, WI, EE.UU.) o varios kits de RNeasy y Oligotex DirectmRNA (ambos de Qiagen, Hilden, Alema-
nia). Muchas de estas técnicas hacen uso de la cola poliA del ARNm eucariota, por ejemplo, a través de una purifi-
cacion por afinidad de matrices de oligo (dT), tales como celulosa oligo (dT).

El ADNc puede amplificarse selectivamente a partir del ARNm aislado mediante una transcripcién inversa, usando
cebadores especificos, seguida de PCR convencional. Los cebadores especificos se utilizan para amplificar acidos
nucleicos del dominio variable de la cadena pesada y ligera. Véanse, Cancer Surv. 1997; 30:21-44, J Clin. Pathol.
1994; 47:493-6, J. Clin. Pathol. 1990; 43:888-90 o Mol. Pathol. 2002 Abril; 55(2): 98-101. EI ADN que codifica los
dominios de la cadena variable y ligera a partir de un linfocito B, se mantiene junto de manera que se puede identifi-
car el apareamiento de la clase de cadena pesada y ligera del dominio variable. Las técnicas para el aislamiento de
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acidos nucleicos que codifican emparejamientos de dominios variables procedentes de linfocitos B individuales, son
bien conocidas en la técnica. Véanse, por ejemplo, los documentos WO01/92291; W092/15678; W093/03151,
W02005/042 774; Mullinax RL et al., 1992 Biotechniques 12:6 864-868; Chapal, N. et al. 1997 Biotechniques 23,
518-524, Embleton MJ et al., 1992 Nucleic Acids Res. 20:15, 3831-3837; Coronella, J.A. et al. 2000 Nucleic Acids
Res. 28:20, E85; Thirion S et al., 1996 European Journal of Cancer Prevention 5:6 507-511; y Wang, X et al. 2000 J.
Immunol. Methods 20, 217-22525.

Preferiblemente, se secuencia el ADN a partir de cada uno de los linfocitos B. Existen diversas compaiias que son
capaces de secuenciar genomas enteros, tales como Helicos BioSciences Corporation (Cambridge, MA, EE.UU.).
Con su tecnologia True individual Molecule Sequencing®, Helicos es capaz de secuenciar directamente moléculas
individuales de ADN o ARN con velocidad y eficacia elevadas. Otras compafias capaces de realizar trabajos simila-
res con secuencias incluyen lllumina (San Diego, CA, EE.UU., Solexa system) y Roche (Basilea, CH; 454 system).
No son necesarias etapas de clonacién antes de la secuenciacion.

En otro aspecto, la descripcion permite métodos para identificar la familia de la linea germinal de las parejas de
dominio variable de cadena pesada y ligera presentes en el repertorio inmune. En todos los anticuerpos o fragmen-
tos de los mismos se puede rastrear el origen de su familia de la linea germinal usando métodos conocidos por un
experto en la técnica. Mediante el analisis de la secuencia de un acido nucleico que codifica un anticuerpo o un
fragmento del mismo, la familia de la linea germinal tanto de VH como de VL se puede determinar por métodos co-
nocidos por un experto en la técnica. Por ejemplo, Wildt et. al., (1999) muestrearon linfocitos B procedentes de 3
pacientes e identificaron 365 emparejamientos de la clase VH y VL. El ARN de cada linfocito B se utilizé para la
sintesis de ADNc y el ADNc que codificaba las regiones VH y VL se amplific6 mediante PCR y se secuenci6. Como
se muestra en la Fig. 1 de Wildt, ciertas clases de VH y VLs se emparejan con mas frecuencia que otras, por ejem-
plo, VH3-8 con Vk3-1, Vk3-19, Vk4-1, VA2-3, or VA1-2, y VH3-9 con Vk3-1, Vk3-3 o0 VA1-5.

En una realizacion, la etapa b) comprende ademas las etapas

ba) sintetizar ADN que codifica anticuerpos o fragmentos funcionales de los mismos que comprenden parejas
de proteinas de la linea germinal de la cadena pesada variable y de la cadena ligera variable que representan
las parejas presentes en el repertorio inmune humano;

bb) expresar las parejas de proteinas de la linea germinal sintetizadas en ba); y

bc) someter a ensayo las parejas de proteinas de la linea germinal de bb) para estudiar cada una de las pro-
piedades.

En un aspecto del método, los acidos nucleicos que codifican las colecciones de anticuerpos o fragmentos de los
mismos de la invencion se sintetizan y se expresan en colecciones que se pueden utilizar para seleccionar frente a
un antigeno. En esta realizacion, el método comprende la etapa c), en donde la etapa c) comprende las etapas ca)
de sintesis de acidos nucleicos que codifican los anticuerpos o fragmentos funcionales de los mismos; cb) de clona-
cion de los acidos nucleicos en un vector; cc) de expresion de los anticuerpos o fragmentos funcionales de los mis-
mos.

En otra realizacion del método, los anticuerpos o fragmentos funcionales comprenden parejas de la cadena pesada
variable y de la cadena ligera variable, en donde las regiones estructurales de las parejas de la cadena pesada va-
riable y de la cadena ligera variable comprenden las secuencias de proteinas de la linea germinal procedentes de
las parejas de la cadena pesada variable y de la cadena ligera variable de VH1-18 (SEQ ID NO: 204)/VK3-20 (SEQ
ID NO: 239); VH1-46 (SEQ ID NO: 205)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH1-46 (SEQ ID NO: 205)/VL1-51 (SEQ ID NO:
252); VH1-69*01 (SEQ ID NO: 206)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VK1-12 (SEQ ID NO:
233); VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VK1-27 (SEQ ID NO: 235); VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238);
VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VL1-47 (SEQ ID NO: 251); VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH3-11
(SEQ ID NO: 208)/VL1-40 (SEQ ID NO: 250); VH3-11 (SEQ ID NO: 208)/VL1-47 (SEQ ID NO: 251); VH3-11 (SEQ ID
NO: 208)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH3-11 (SEQ ID NO: 208)/VL2-23 (SEQ ID NO: 255); VH3-15 (SEQ ID NO:
209)/VK1-05 (SEQ ID NO: 230); VH3-15 (SEQ ID NO: 209)/VK1-06 (SEQ ID NO: 231); VH3-15 (SEQ ID NO:
209)/VK1-12 (SEQ ID NO: 233); VH3-15 (SEQ ID NO: 209)/VK1-27 (SEQ ID NO: 235); VH3-15 (SEQ ID NO:
209)/VK3-11 (SEQ ID NO: 237); VH3-15 (SEQ ID NO: 209)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH3-21 (SEQ ID NO:
210)/VK1-12 (SEQ ID NO: 233); VH3-23 (SEQ ID NO: 211)/VK1-39 (SEQ ID NO: 236); VH3-23 (SEQ ID NO:
211)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH3-23 (SEQ ID NO: 211)/VL2-23 (SEQ ID NO: 255); VH3-23 (SEQ ID NO:
211)/VL3-1 (SEQ ID NO: 256); VH3-53 (SEQ ID NO: 213)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH3-53 (SEQ ID NO:
213)/VL2-11 (SEQ ID NO: 253); VH3-74 (SEQ ID NO: 214)/VK1-05 (SEQ ID NO: 230); VH3-74 (SEQ ID NO:
214)/VK1-06 (SEQ ID NO: 231); VH3-74 (SEQ ID NO: 214)/VK1-12 (SEQ ID NO: 233); VH3-74 (SEQ ID NO:
214)/VK3-20 (SEQ ID NO: 239); VH5-51 (SEQ ID NO: 215)/VK1-39 (SEQ ID NO: 236); VH5-51 (SEQ ID NO:
215)/VL1-40 (SEQ ID NO: 250); VH5-51 (SEQ ID NO: 215)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH6-1 (SEQ ID NO:
216)/VK1-09 (SEQ ID NO: 232); VH6-1 (SEQ ID NO: 216)/VK3-20 (SEQ ID NO: 239) y VH6-1 (SEQ ID NO:
216)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252).

o — ~— — —

)
)
)
)

)
)
)
)

En otra realizacion del método, los anticuerpos o fragmentos funcionales comprenden parejas de cadena pesada
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variable y cadena ligera variable, en donde las regiones estructurales de las parejas de cadena pesada variable y
cadena ligera variable comprenden secuencias de proteinas de la linea germinal que comprenden dos o mas, tres o
mas, cuatro o mas, cinco o mas, seis o mas, siete 0 mas, ocho o mas, nueve o mas, diez o mas, once o mas, doce o
mas, trece o mas, catorce o mas, quince o mas, dieciséis o mas, diecisiete 0 mas, dieciocho o mas, diecinueve o
mas, veinte o mas, veintiuno o mas, veintidéos o mas, veintitrés o mas, veinticuatro o mas, veinticinco o mas, veintis-
éis 0 mas, veintisiete o0 mas, veintiocho o mas, veintinueve o mas, treinta o mas, treinta y uno o mas, treinta y dos o
mas, treinta y tres o mas, treinta y cuatro o mas, treinta y cinco o mas, o treinta y seis o mas, treinta y siete o mas,
treinta y ocho o mas, treinta y nueve o mas, cuarenta o mas, o cuarenta y uno o mas, o cuarenta y dos o mas, cua-
renta y tres o mas, cuarenta y cuatro o mas, o cuarenta y cinco o mas, o cuarenta y seis 0 mas, o cuarenta y siete o
mas, o cuarenta y ocho o mas, o cuarenta y nueve o mas, o cincuenta o mas, o cincuenta y uno o mas, o cincuenta
y dos 0 mas, o cincuenta y tres o mas, o cincuenta y cuatro parejas de cadena pesada variable y cadena ligera va-
riable seleccionadas a partir del grupo que consiste en VH1-18 (SEQ ID NO: 204)/VK1-39 (SEQ ID NO: 236); VH1-
18 (SEQ ID NO: 204)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH1-18 (SEQ ID NO: 204)/VK3-20 (SEQ ID NO: 239); VH1-46
(SEQ ID NO: 205)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH1-46 (SEQ ID NO: 205)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH1-46 (SEQ
ID NO: 205)/VL3-21 (SEQ ID NO: 257); VH1-69*01 (SEQ ID NO: 206)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH3-07 (SEQ ID
NO: 207)/VK1-12 (SEQ ID NO: 233); VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VK1-16 (SEQ ID NO: 234); VH3-07 (SEQ ID NO:
207)/VK1-27 (SEQ ID NO: 235); VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VK1-39 (SEQ ID NO: 236); VH3-07 (SEQ ID NO:
207)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VL1-47 (SEQ ID NO: 251); VH3-07 (SEQ ID NO:
207)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH3-11 (SEQ ID NO: 208)/VK1-05 (SEQ ID NO: 230); VH3-11 (SEQ ID NO:
208)/VK1-39 (SEQ ID NO: 236); VH3-11 (SEQ ID NO: 208)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH3-11 (SEQ ID NO:
208)/VL1-40 (SEQ ID NO: 250); VH3-11 (SEQ ID NO: 208)/VL1-47 (SEQ ID NO: 251); VH3-11 (SEQ ID NO:
208)/VL1-51 (SEQ ID NO: ; VH3-11 (SEQ ID NO: 208)/VL2-23 (SEQ ID NO: 255); VH3-15 (SEQ ID NO:
209)/VK1-05 (SEQ ID NO: 230); VH3-15 (SEQ ID NO: 209)/VK1-06 (SEQ ID NO: 231); VH3-15 (SEQ ID NO:
209)/VK1-12 (SEQ ID NO: 233); VH3-15 (SEQ ID NO: 209)/VK1-16 (SEQ ID NO: 234); VH3-15 (SEQ ID NO:

)

)

)

)

N
[¢)]
l\)

209)/VK1-27 (SEQ ID NO: 235); VH3-15 (SEQ ID NO: 209)/VK3-11 (SEQ ID NO: 237); VH3-15 (SEQ ID NO:
209)/VL1-40 (SEQ ID NO: 250); VH3-15 (SEQ ID NO: 209)VL1-47 (SEQ ID NO: 251); VH3-15 (SEQ ID NO:
209)/VL1-51 (SEQ ID NO: : VH3-15 (SEQ ID NO: 209)/VL2-14 (SEQ ID NO: 254); VH3-21 (SEQ ID NO:
210)/VK1-12 (SEQ ID NO: 233); VH3-21 (SEQ ID NO: 210)/VK1-27 (SEQ ID NO: 235); VH3-21 (SEQ ID NO:
210)/VL2-11 (SEQ ID NO: 253); VH3-23 (SEQ ID NO: 211)/VK1-39 (SEQ ID NO: 236); VH3-23 (SEQ ID NO:
211)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH3-23 (SEQ ID NO: 211)/VL2-23 (SEQ ID NO: 255); VH3-23 (SEQ ID NO:
211)/VL3-1 (SEQ ID NO: 256); VH3-30 (SEQ ID NO: 212)/VK3-20 (SEQ ID NO: 239); VH3-53 (SEQ ID NO:
213)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH3-53 (SEQ ID NO: 213)/VL2-11 (SEQ ID NO: 253); VH3-74 (SEQ ID NO:
214)/VK1-05 (SEQ ID NO: 230); VH3-74 (SEQ ID NO: 214)/VK1-06 (SEQ ID NO: 231); VH3-74 (SEQ ID NO:
214)/VK1-12 (SEQ ID NO: 233); VH3-74 (SEQ ID NO: 214)/VK1-27 (SEQ ID NO: 235); VH3-74 (SEQ ID NO:
214)/VK3-20 (SEQ ID NO: 239); VH3-74 (SEQ ID NO: 214)VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH5-51 (SEQ ID NO:
215)/VK1-39 (SEQ ID NO: 236); VH5-51 (SEQ ID NO: 215)VL1-40 (SEQ ID NO: 250); VH5-51 (SEQ ID NO:
215)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH6-1 (SEQ ID NO: 216)/VK1-09 (SEQ ID NO: 232); VH6-1 (SEQ ID NO: 216)/VK3-
15 (SEQ ID NO: 238); VH6-1 (SEQ ID NO: 216)/VK3-20 (SEQ ID NO: 239) y VH6-1 (SEQ ID NO: 216)/VL1-51 (SEQ
ID NO: 252).

N
(o))
l\)

En realizaciones adicionales del método, sustancialmente todos o al menos 50% o al menos 60% o al menos 70% o
al menos 80% o al menos 90% o al menos 95% o cada uno del o de los anticuerpos o fragmentos funcionales com-
prenden regiones estructurales de la cadena pesada variable y de la cadena ligera variable que comprenden se-
cuencias de proteinas de la linea germinal de una pareja de proteinas de la linea germinal, en donde dicha pareja de
proteinas de la linea germinal comprende las siguientes propiedades:

i) un rendimiento de la expresion en formato Fab de al menos 2,5 mg/L;

ii) una estabilidad térmica a 70°C o superior en formato Fab;

i) un contenido monomérico (% de monémero) en formato Fab de al menos 99%, determinado por SEC;
iv) un rendimiento de la expresion en formato IgG1 de al menos 30 mg/L;

v) una estabilidad térmica a 73°C o superior en formato IgG1; y

vii) un contenido monomérico (% de monémero) en formato IgG1 de al menos 99%, determinado por SEC
viii) un punto isoeléctrico en formato IgG1 de al menos 8,3.

En esta realizacion del método, los anticuerpos o los fragmentos funcionales comprenden parejas de la cadena
pesada variable y de la cadena ligera variable, en donde las regiones estructurales de las parejas de la cadena pe-
sada variable y de la cadena ligera variable comprenden las secuencias de proteinas de la linea germinal proceden-
tes de las parejas de la cadena pesada variable y de la cadena ligera variable de VH1-18 (SEQ ID NO: 204)/VK3-20
(SEQ ID NO: 239); VH1-46 (SEQ ID NO: 205)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH1-46 (SEQ ID NO: 205)/VL1-51 (SEQ
ID NO: 252); VH1-69*01 (SEQ ID NO: 206)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VK1-12 (SEQ ID
NO: 233); VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VK1-27 (SEQ ID NO: 235); VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VK3-15 (SEQ ID NO:
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238); VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VL1-47 (SEQ ID NO: 251); VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252);
VH3-11 (SEQ ID NO: 208)/VL1-40 (SEQ ID NO: 250); VH3-11 (SEQ ID NO: 208)/VL1-47 (SEQ ID NO: 251); VH3-11
(SEQ ID NO: 208)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH3-11 (SEQ ID NO: 208)/VL2-23 (SEQ ID NO: 255); VH3-15 (SEQ ID
NO: 209)/VK1-05 (SEQ ID NO: 230); VH3-15 (SEQ ID NO: 209)/VK1-06 (SEQ ID NO: 231); VH3-15 (SEQ ID NO:
209)/VK1-12 (SEQ ID NO: 233); VH3-15 (SEQ ID NO: 209)VK1 -27 (SEQ ID NO: 235); VH3-15 (SEQ ID NO:
209)/VK3-11 (SEQ ID NO: 237); VH3-15 (SEQ ID NO: 209)VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH3-21 (SEQ ID NO:
210)/VK1-12 (SEQ ID NO: 233); VH3-23 (SEQ ID NO: 211)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH3-53 (SEQ ID NO:
213)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH3-53 (SEQ ID NO: 213)VL2-11 (SEQ ID NO: 253); VH3-74 (SEQ ID NO:
214)/VK1-05 (SEQ ID NO: 230); VH3-74 (SEQ ID NO: 214)/VK1-06 (SEQ ID NO: 231); VH3-74 (SEQ ID NO:
214)/VK1-12 (SEQ ID NO: 233); VH3-74 (SEQ ID NO: 214)/VK3-20 (SEQ ID NO: 239); VH5-51 (SEQ ID NO:
215)/VK1-39 (SEQ ID NO: 236); VH5-51 (SEQ ID NO: 215)VL1-40 (SEQ ID NO: 250); VH5-51 (SEQ ID NO:
215)VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH6-1 (SEQ ID NO: 216)VK1-09 (SEQ ID NO: 232); VH6-1 (SEQ ID NO: 216)/VK3-
20 (SEQ ID NO: 239) y VH6-1 (SEQ ID NO: 216)VL1-51 (SEQ ID NO: 252).

—_——

En una realizacion adicional del método, los anticuerpos o los fragmentos funcionales comprenden parejas de la
cadena pesada variable y de la cadena ligera variable, en donde las regiones estructurales de las parejas de la ca-
dena pesada variable y de la cadena ligera variable comprenden ademas las secuencias de proteinas de la linea
germinal procedentes de las parejas de la cadena pesada variable y de la cadena ligera variable de VH3-23 (SEQ ID
NO: 211)/VK1-39 (SEQ ID NO: 236); VH3-23 (SEQ ID NO: 211)/VL2-23 (SEQ ID NO: 255); y VH3-23 (SEQ ID NO:
211)/VL3-1 (SEQ ID NO: 256). En esta realizacion del método, la coleccion comprende (36 parejas): VH1-18 (SEQ
ID NO: 204)/VK3-20 (SEQ ID NO: 239); VH1-46 (SEQ ID NO: 205)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH1-46 (SEQ ID NO:
205)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH1-69*01 (SEQ ID NO: 206)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH3-07 (SEQ ID NO:
207)/VK1-12 (SEQ ID NO: VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VK1-27 (SEQ ID NO: 235); VH3-07 (SEQ ID NO:
207)/VK3-15 (SEQ ID NO: ; VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VL1-47 (SEQ ID NO: 251); VH3-07 (SEQ ID NO:
207)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH3-11 (SEQ ID NO: 208)/VL1-40 (SEQ ID NO: 250); VH3-11 (SEQ ID NO:
208)/VL1-47 (SEQ ID NO: 251); VH3-11 (SEQ ID NO: 208)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH3-11 (SEQ ID NO:
208)/VL2-23 (SEQ ID NO: 255); VH3-15 (SEQ ID NO: 209)/VK1-05 (SEQ ID NO: 230); VH3-15 (SEQ ID NO:
209)/VK1-06 (SEQ ID NO: 231); VH3-15 (SEQ ID NO: 209)/VK1-12 (SEQ ID NO: 233); VH3-15 (SEQ ID NO:
209)/VK1-27 (SEQ ID NO: 235); VH3-15 (SEQ ID NO: 209)/VK3-11 (SEQ ID NO: 237); VH3-15 (SEQ ID NO:
209)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH3-21 (SEQ ID NO: 210)/VK1-12 (SEQ ID NO: 233); VH3-23 (SEQ ID NO:
211)/VK1-39 (SEQ ID NO: 236); VH3-23 (SEQ ID NO: 211)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH3-23 (SEQ ID NO:
211)/VL2-23 (SEQ ID NO: 255); VH3-23 (SEQ ID NO: 211)/VL3-1 (SEQ ID NO: 256); VH3-53 (SEQ ID NO:
213)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH3-53 (SEQ ID NO: 213)/VL2-11 (SEQ ID NO: 253); VH3-74 (SEQ ID NO:

NN
w W
0 W

214)IVK1-05 (SEQ ID NO:
214)/VK1-12 (SEQ ID NO:
215)IVK1-39 (SEQ ID NO:

233);
236);

N
w
o
—_— ===

VH3-74 (SEQ ID NO:
VH3-74 (SEQ ID NO:
VH5-51 (SEQ ID NO:

214)/VK1-06 (SEQ ID NO:
214)/VK3-20 (SEQ ID NO:
215)/\VL1-40 (SEQ ID NO:

; VH3-74 (SEQ ID NO:
; VH5-51 (SEQ ID NO:
; VH5-51 (SEQ ID NO:

215)VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH6-1 (SEQ ID NO: 216)VK1-09 (SEQ ID NO: 232); VH6-1 (SEQ ID NO: 216)/VK3-
20 (SEQ ID NO: 239) y VH6-1 (SEQ ID NO: 216)VL1-51 (SEQ ID NO: 252).

Métodos de uso

Un aspecto comprende métodos para el uso de las colecciones descritas en este documento para identificar anti-
cuerpos o fragmentos especificos para un antigeno.

Un aspecto de la descripcion comprende un método para identificar un anticuerpo o un fragmento de anticuerpo
especifico para un antigeno, que comprende:

(a) poner en contacto el antigeno con una coleccion de anticuerpos o fragmentos funcionales de los mismos,
en donde sustancialmente todos o al menos 50% o al menos 60% o al menos 70% o al menos 80% o al menos
90% o al menos 95% o cada anticuerpo o anticuerpos o fragmentos funcionales de la coleccion comprenden
parejas de la cadena pesada variable y de la cadena ligera variable, en donde las regiones estructurales de las
parejas de la cadena pesada variable y de la cadena ligera variable comprenden secuencias de proteinas de la
linea germinal de parejas de proteinas de la linea germinal que comprenden las siguientes propiedades:

i) un rendimiento de la expresion en formato Fab de al menos 2,5 mg/L;

ii) una estabilidad térmica a 70°C o superior en formato Fab;

i) un contenido monomérico (% de monémero) en formato Fab de al menos 98%, determinado por SEC;
iv) un rendimiento de la expresion en formato IgG1 de al menos 30 mg/L;

v) una estabilidad térmica a 73°C o superior en formato IgG1;y

vii) un contenido monomeérico (% de monémero) en formato IgG1 de al menos 99%, determinado por SEC,
y

(b) seleccionar uno o varios anticuerpos o fragmentos de anticuerpos que se unen a dicho antigeno.
40
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En ciertas realizaciones,

i) el rendimiento de la expresion en formato Fab se determind por espectrofotometria UV utilizando un coefi-
ciente de extincion de 1,538 ml/mg y la medicién de la absorbancia a 280 nm.

En ciertas realizaciones,

ii) la estabilidad térmica en formato Fab fue determinada por fluorometria de barrido diferencial usando tampon
PBS.

En ciertas realizaciones,

iii) el contenido monomérico (% de mondémero) en formato Fab se determiné por cromatografia de exclusion por
tamafio utilizando una columna Superdex 75 HR10/30 y tampén D-PBS de Gibco a pH 7,4.

En ciertas realizaciones,

iv) el rendimiento de la expresion en formato IgG1 se determind por espectrofotometria UV utilizando un coefi-
ciente de extincion de 1,369 ml/mg y la medicién de la absorbancia a 280 nm.

En ciertas realizaciones,

v) la estabilidad térmica en formato IgG1 fue determinada por fluorometria de barrido diferencial usando
tampdn PBS.

En ciertas realizaciones,

vi) el contenido monomérico (% de mondmero) en formato IgG1 se determind por cromatografia de exclusion
por tamario utilizando una columna Tosoh TSK-Gel G3000SWxI y tampdn D-PBS de Gibco a pH 7,4.

La espectrofotometria UV puede realizarse usando el sistema Nanadrop (peqglab, Erlangen, Alemania). La fluoro-
metria de barrido diferencial se puede realizar usando el termociclador iCycler iQ5 (Biorad). La fluorometria de barri-
do diferencial se puede realizar usando D-PBS de Gibco, pH 7,4 (Invitrogen, Paisley, EE.UU.). La cromatografia de
exclusion por tamafio se puede realizar utilizando el sistema purificador AKTA (GE Healthcare).

En una realizacion del método, las regiones estructurales de las parejas de la cadena pesada variable y la cadena
ligera variable comprenden secuencias de proteinas de la linea germinal de VH1-18 (SEQ ID NO: 204)/VK3-20 (SEQ
ID NO: 239); VH1-46 (SEQ ID NO: 205)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH1-46 (SEQ ID NO: 205)/VL1-51 (SEQ ID NO:
252); VH1-69*01 (SEQ ID NO: 206)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VK1-12 (SEQ ID NO:
233); VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VK1-27 (SEQ ID NO: 235); VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238);
VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VL1-47 (SEQ ID NO: 251); VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH3-11
(SEQ ID NO: 208)/VL1-40 (SEQ ID NO: 250); VH3-11 (SEQ ID NO: 208)/VL1-47 (SEQ ID NO: 251); VH3-11 (SEQ ID
NO: 208)/VL1 -51 (SEQ ID NO: 252); VH3-11 (SEQ ID NO: 208)/VL2-23 (SEQ ID NO: 255); VH3-15 (SEQ ID NO:
209)/VK1-05 (SEQ ID NO: 230); VH3-15 (SEQ ID NO: 209)/VK1 -06 (SEQ ID NO: 231); VH3-15 (SEQ ID NO:
209)/VK1 -12 (SEQ ID NO: 233); VH3-15 (SEQ ID NO: 209)/VK1 -27 (SEQ ID NO: 235); VH3-15 (SEQ ID NO:
209)/VK3-11 (SEQ ID NO: 237); VH3-15 (SEQ ID NO: 209)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH3-21 (SEQ ID NO:
210)/VK1 -12 (SEQ ID NO: 233); VH3-23 (SEQ ID NO: 211)/VK1-39 (SEQ ID NO: 236); VH3-23 (SEQ ID NO:
211)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH3-23 (SEQ ID NO: 211)/VL2-23 (SEQ ID NO: 255); VH3-23 (SEQ ID NO:
211)/VL3-1 (SEQ ID NO: 256); VH3-53 (SEQ ID NO: 213)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH3-53 (SEQ ID NO:
213)/VL2-11 (SEQ ID NO: 253); VH3-74 (SEQ ID NO: 214)/VK1-05 (SEQ ID NO: 230); VH3-74 (SEQ ID NO:
214)/VK1-06 (SEQ ID NO: 231); VH3-74 (SEQ ID NO: 214)/VK1-12 (SEQ ID NO: 233); VH3-74 (SEQ ID NO:
214)/VK3-20 (SEQ ID NO: 239); VH5-51 (SEQ ID NO: 215)/VK1 -39 (SEQ ID NO: 236); VH5-51 (SEQ ID NO:
215)/VL1-40 (SEQ ID NO: 250); VH5-51 (SEQ ID NO: 215)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH6-1 (SEQ ID NO:
216)/VK1-09 (SEQ ID NO: 232); VH6-1 (SEQ ID NO: 216)/VK3-20 (SEQ ID NO: 239) y VH6-1 (SEQ ID NO:
216)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252).

En una realizacion del método, los anticuerpos o fragmentos funcionales de los mismos comprenden dos o mas, tres
0 mas, cuatro o mas, cinco o mas, seis o0 mas, siete 0 mas, ocho o mas, nueve o mas, diez o0 mas, once o mas, doce
0 mas, trece o mas, catorce o mas, quince o mas, dieciséis o mas, diecisiete o mas, dieciocho o mas, diecinueve o
mas, veinte o mas, veintiuno o mas, veintidés o mas, veintitrés o mas, veinticuatro o mas, veinticinco o mas, veintis-
éis 0 mas, veintisiete o0 mas, veintiocho o mas, veintinueve o mas, treinta o0 mas, treinta y uno o mas, treinta y dos o
mas, treinta y tres o mas, treinta y cuatro o mas, treinta y cinco o mas, o treinta y seis o mas, treinta y siete o mas,
treinta y ocho o mas, treinta y nueve o mas, cuarenta o mas, o cuarenta y uno o mas, o cuarenta y dos o mas, cua-
renta y tres o mas, cuarenta y cuatro o mas, o cuarenta y cinco o mas, o cuarenta y seis 0 mas, o cuarenta y siete o
mas, o cuarenta y ocho o mas, o cuarenta y nueve o mas, o cincuenta o mas, o cincuenta y uno o mas, o cincuenta
y dos 0 mas, o cincuenta y tres 0 mas, o cincuenta y cuatro parejas de cadena pesada variable y cadena ligera va-
riable seleccionadas a partir del grupo que consiste en las parejas de la cadena pesada variable y de la cadena
ligera variable de VH1-18 (SEQ ID NO: 204)/VK1-39 (SEQ ID NO: 236); VH1-18 (SEQ ID NO: 204)/VK3-15 (SEQ ID
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NO: 238); VH1-18 (SEQ ID NO: 204)/VK3-20 (SEQ ID NO: 239); VH1-46 (SEQ ID NO: 205)/VK3-15 (SEQ ID NO:
238); VH1-46 (SEQ ID NO: 205)VL1 -51 (SEQ ID NO: 252); VH1-46 (SEQ ID NO: 205)/VL3-21 (SEQ ID NO: 257);
VH1-69*01 (SEQ ID NO: 206)VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VK1-12 (SEQ ID NO: 233);
VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VK1-16 (SEQ ID NO: 234); VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VK1-27 (SEQ ID NO: 235); VH3-07
(SEQ ID NO: 207)/VK1-39 (SEQ ID NO: 236); VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH3-07 (SEQ
ID NO: 207)/VL1-47 (SEQ ID NO: 251); VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH3-11 (SEQ ID NO:
208)/VK1-05 (SEQ ID NO: 230); VH3-11 (SEQ ID NO: 208)/VK1 -39 (SEQ ID NO: 236); VH3-11 (SEQ ID NO:
208)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH3-11 (SEQ ID NO: 208)/VL1-40 (SEQ ID NO: 250); VH3-11 (SEQ ID NO:
208)/VL1-47 (SEQ ID NO: 251); VH3-11 (SEQ ID NO: 208)VL1 -51 (SEQ ID NO: 252); VH3-11 (SEQ ID NO:
208)/VL2-23 (SEQ ID NO: 255); VH3-15 (SEQ ID NO: 209)/VK1-05 (SEQ ID NO: 230); VH3-15 (SEQ ID NO:
209)/VK1 -06 (SEQ ID NO: 231); VH3-15 (SEQ ID NO: 209)/VK1 -12 (SEQ ID NO: 233); VH3-15 (SEQ ID NO:
209)/VK1 -16 (SEQ ID NO: 234); VH3-15 (SEQ ID NO: 209)/VK1 -27 (SEQ ID NO: 235); VH3-15 (SEQ ID NO:
209)/VK3-11 (SEQ ID NO: 237); VH3-15 (SEQ ID NO: 209)/VL1-40 (SEQ ID NO: 250); VH3-15 (SEQ ID NO:
209)/VL1-47 (SEQ ID NO: 251); VH3-15 (SEQ ID NO: 209)VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH3-15 (SEQ ID NO:
209)/VL2-14 (SEQ ID NO: 254); VH3-21 (SEQ ID NO: 210)NK1-12 (SEQ ID NO: 233); VH3-21 (SEQ ID NO:
210)NK1-27 (SEQ ID NO: 235); VH3-21 (SEQ ID NO: 210)/VL2-11 (SEQ ID NO: 253); VH3-23 (SEQ ID NO:
211)/VK1-39 (SEQ ID NO: 236); VH3-23 (SEQ ID NO: 211)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH3-23 (SEQ ID NO:
211)/VL2-23 (SEQ ID NO: 255); VH3-23 (SEQ ID NO: 211)VL3-1 (SEQ ID NO: 256); VH3-30 (SEQ ID NO:
212)/VK3-20 (SEQ ID NO: 239); VH3-53 (SEQ ID NO: 213)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH3-53 (SEQ ID NO:
213)/VL2-11 (SEQ ID NO: 253); VH3-74 (SEQ ID NO: 214)/VK1-05 (SEQ ID NO: 230); VH3-74 (SEQ ID NO:
214)/VK1-06 (SEQ ID NO: 231); VH3-74 (SEQ ID NO: 214)VK1-12 (SEQ ID NO: 233); VH3-74 (SEQ ID
NO:214)/VK1-27 (SEQ ID NO: 235); VH3-74 (SEQ ID NO: 214)/VK3-20 (SEQ ID NO: 239); VH3-74 (SEQ ID NO:
214)VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH5-51 (SEQ ID NO: 215)/VK1-39 (SEQ ID NO: 236); VH5-51 (SEQ ID NO:
215)/VL1-40 (SEQ ID NO: 250); VH5-51 (SEQ ID NO: 215)VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH6-1 (SEQ ID NO:
216)/VK1-09 (SEQ ID NO: 232); VH6-1 (SEQ ID NO: 216)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH6-1 (SEQ ID NO: 216)/VK3-
20 (SEQ ID NO: 239) y VH6-1 (SEQ ID NO: 216)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252).

) )
) )
)
)

En una realizacion del método, sustancialmente todos o al menos 50% o al menos 60% o al menos 70% o al menos
80% o al menos 90% o al menos 95% o cada uno del o de los anticuerpos o fragmentos funcionales comprende
regiones estructurales de la cadena pesada variable y de la cadena ligera variable que comprenden secuencias de
proteinas de la linea germinal de una pareja de proteinas de la linea germinal, en donde dicha pareja de proteinas
de la linea germinal comprende las siguientes propiedades:

i) un rendimiento de la expresion en formato Fab de al menos 2,5 mg/L;

ii) una estabilidad térmica a 70°C o superior en formato Fab;

i) un contenido monomérico (% de monoémero) en formato Fab de al menos 99%, determinado por SEC;

iv) un rendimiento de la expresion en formato IgG1 de al menos 30 mg/L;

v) una estabilidad térmica a 73°C o superior en formato 1gG1;

vii) un contenido monomérico (% de mondmero) en formato IgG1 de al menos 99%, determinado por SEC; y
viii) un punto isoeléctrico en formato IgG1 de al menos 8,3.

En esta realizacion del método, las regiones estructurales de las parejas de la cadena pesada variable y de la cade-
na ligera variable comprenden secuencias de proteinas de la linea germinal de VH1-18 (SEQ ID NO: 204)/VK3-20
(SEQ ID NO: 239); VH1-46 (SEQ ID NO: 205)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH1-46 (SEQ ID NO: 205)/VL1-51 (SEQ
ID NO: 252); VH1-69*01 (SEQ ID NO: 206)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VK1-12 (SEQ ID
NO: 233); VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VK1-27 (SEQ ID NO: 235); VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VK3-15 (SEQ ID NO:
238); VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VL1-47 (SEQ ID NO: 251); VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252);
VH3-11 (SEQ ID NO: 208)/VL1-40 (SEQ ID NO: 250); VH3-11 (SEQ ID NO: 208)/VL1-47 (SEQ ID NO: 251); VH3-11
(SEQ ID NO: 208)/VL1 -51 (SEQ ID NO: 252); VH3-11 (SEQ ID NO: 208)/VL2-23 (SEQ ID NO: 255); VH3-15 (SEQ
ID NO: 209)/VK1-05 (SEQ ID NO: 230); VH3-15 (SEQ ID NO: 209)/VK1 -06 (SEQ ID NO: 231); VH3-15 (SEQ ID NO:
209)/VK1 -12 (SEQ ID NO: 233); VH3-15 (SEQ ID NO: 209)/VK1 -27 (SEQ ID NO: 235); VH3-15 (SEQ ID NO:
209)/VK3-11 (SEQ ID NO: 237); VH3-15 (SEQ ID NO: 209)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH3-21 (SEQ ID NO:
210)/VK1 -12 (SEQ ID NO: 233); VH3-23 (SEQ ID NO: 211)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH3-53 (SEQ ID NO:
213)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH3-53 (SEQ ID NO: 213)/VL2-11 (SEQ ID NO: 253); VH3-74 (SEQ ID NO:
214)/VK1-05 (SEQ ID NO: 230); VH3-74 (SEQ ID NO: 214)/VK1-06 (SEQ ID NO: 231); VH3-74 (SEQ ID NO:
214)/VK1-12 (SEQ ID NO: 233); VH3-74 (SEQ ID NO: 214)/VK3-20 (SEQ ID NO: 239); VH5-51 (SEQ ID NO:
215)/VK1-39 (SEQ ID NO: 236); VH5-51 (SEQ ID NO: 215)/VL1-40 (SEQ ID NO: 250); VH5-51 (SEQ ID NO:
215)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH6-1 (SEQ ID NO: 216)/VK1-09 (SEQ ID NO: 232); VH6-1 (SEQ ID NO: 216)/VK3-
20 (SEQ ID NO: 239) y VH6-1 (SEQ ID NO: 216)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252).

)
)
)
)

En una realizacion adicional del método, las regiones estructurales de las parejas de la cadena pesada variable y de
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la cadena ligera variable comprenden secuencias de proteinas de la linea germinal seleccionadas adicionalmente a
partir de las parejas de la cadena pesada variable y de la cadena ligera variable VH3-23 (SEQ ID NO: 211)/VK1-39
(SEQ ID NO: 236); VH3-23 (SEQ ID NO: 211)/VL2-23 (SEQ ID NO: 255); y VH3-23 (SEQ ID NO: 211)/VL3-1 (SEQ
ID NO: 256). En esta realizacion, una coleccion comprende (36 parejas): VH1-18 (SEQ ID NO: 204)/VK3-20 (SEQ ID
NO: 239); VH1-46 (SEQ ID NO: 205)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH1-46 (SEQ ID NO: 205)/VL1-51 (SEQ ID NO:
252); VH1-69*01 (SEQ ID NO: 206)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VK1-12 (SEQ ID NO:
233); VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VK1-27 (SEQ ID NO: 235); VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238);
VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VL1-47 (SEQ ID NO: 251); VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH3-11
(SEQ ID NO: 208)/VL1-40 (SEQ ID NO: 250); VH3-11 (SEQ ID NO: 208)/VL1 -47 (SEQ ID NO: 251); VH3-11 (SEQ
ID NO: 208)/VL1 -51 (SEQ ID NO: 252); VH3-11 (SEQ ID NO: 208)/VL2-23 (SEQ ID NO: 255); VH3-15 (SEQ ID NO:
209)/VK1-05 (SEQ ID NO: 230); VH3-15 (SEQ ID NO: 209)/VK1-06 (SEQ ID NO: 231); VH3-15 (SEQ ID NO:
209)/VK1-12 (SEQ ID NO: 233); VH3-15 (SEQ ID NO: 209)/VK1-27 (SEQ ID NO: 235); VH3-15 (SEQ ID NO:
209)/VK3-11 (SEQ ID NO: 237); VH3-15 (SEQ ID NO: 209)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH3-21 (SEQ ID NO:
210)/VK1 -12 (SEQ ID NO: 233); VH3-23 (SEQ ID NO: 211)/VK1-39 (SEQ ID NO: 236); VH3-23 (SEQ ID NO:
211)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH3-23 (SEQ ID NO: 211)/VL2-23 (SEQ ID NO: 255); VH3-23 (SEQ ID NO:
211)/VL3-1 (SEQ ID NO: 256); VH3-53 (SEQ ID NO: 213)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH3-53 (SEQ ID NO:
213)/VL2-11 (SEQ ID NO: 253); VH3-74 (SEQ ID NO: 214)/VK1-05 (SEQ ID NO: 230); VH3-74 (SEQ ID NO:
214)/VK1-06 (SEQ ID NO: 231); VH3-74 (SEQ ID NO: 214)/VK1-12 (SEQ ID NO: 233); VH3-74 (SEQ ID NO:
214)/VK3-20 (SEQ ID NO: 239); VH5-51 (SEQ ID NO: 215)/VK1-39 (SEQ ID NO: 236); VH5-51 (SEQ ID NO:
215)/VL1-40 (SEQ ID NO: 250); VH5-51 (SEQ ID NO: 215)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH6-1 (SEQ ID NO:
216)/VK1-09 (SEQ ID NO: 232); VH6-1 (SEQ ID NO: 216)/VK3-20 (SEQ ID NO: 239) y VH6-1 (SEQ ID NO:
216)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252).

Aspectos de los métodos

En otros aspectos de los métodos descritos en el presente documento, las colecciones comprenden anticuerpos
sintéticos o fragmentos funcionales de los mismos o acidos nucleicos sintéticos que codifican tales anticuerpos o
fragmentos funcionales que comprenden una o varias regiones determinantes de complementariedad que compren-
den secuencias de proteinas de la linea germinal de las respectivas parejas de la cadena pesada variable y de la
cadena ligera variable, en donde las secuencias de aminoacidos de las regiones determinantes de complementarie-
dad de las cadenas pesadas variables y las cadenas ligeras variables se representan en las Figuras 25-33. Mas
especificamente, en una realizacion del método, una coleccion comprende anticuerpos o fragmentos funcionales de
los mismos o acidos nucleicos sintéticos que codifican tales anticuerpos o fragmentos funcionales que comprenden
regiones CDR1 que comprenden secuencias de proteinas de la linea germinal de las respectivas parejas de la ca-
dena pesada variable y de la cadena ligera variable, en donde las secuencias de aminoacidos y de acido nucleico de
la region CDR1 de las cadenas pesadas variables y de las cadenas ligeras variables se representan en las Figuras
25, 28 y 31 y las correspondientes SEQ ID NOs: 204-265. En una realizacion del método, una coleccién comprende
anticuerpos o fragmentos funcionales de los mismos o acidos nucleicos sintéticos que codifican tales anticuerpos o
fragmentos funcionales que comprenden regiones HCDR1 que comprenden secuencias de proteinas de la linea
germinal de las respectivas parejas de la cadena pesada variable y de la cadena ligera variable, en donde las se-
cuencias de aminoacidos y de acidos nucleicos de la region HCDR1 de las cadenas pesadas variables y las cade-
nas ligeras variables se representan en la Figuras 25 y las correspondientes SEQ ID NOs: 204-229. En una realiza-
cion del método, una coleccion comprende anticuerpos o fragmentos funcionales de los mismos o acidos nucleicos
sintéticos que codifican tales anticuerpos o fragmentos funcionales que comprenden regiones LCDR1 que compren-
den secuencias de proteinas de la linea germinal de las respectivas parejas de la cadena pesada variable y de la
cadena ligera variable, en donde las secuencias de aminoacidos y de acidos nucleicos de la regiéon LCDR1 de las
cadenas pesadas variables y las cadenas ligeras variables se representan en las Figuras 28 y 31 y las correspon-
dientes SEQ ID NOs: 230-265. En una realizacion adicional del método, una coleccidon comprende anticuerpos o
fragmentos funcionales de los mismos o acidos nucleicos sintéticos que codifican tales anticuerpos o fragmentos
funcionales que comprenden regiones CDR2 que comprenden secuencias de proteinas de la linea germinal de las
respectivas parejas de la cadena pesada variable y de la cadena ligera variable, en donde las secuencias de ami-
noacidos y de acidos nucleicos de la region CDR2 de las cadenas pesadas variables y cadenas ligeras variables se
representan en las Figuras 26, 29 y 32 y las correspondientes SEQ ID NOs: 204-265. En una realizacién adicional
del método, una coleccién comprende anticuerpos o fragmentos funcionales de los mismos o acidos nucleicos sinté-
ticos que codifican tales anticuerpos o fragmentos funcionales que comprenden regiones HCDR2 que comprenden
secuencias de proteinas de la linea germinal de las respectivas parejas de la cadena pesada variable y de la cadena
ligera variable, en donde las secuencias de aminoacidos y de acidos nucleicos de la region HCDR2 de las cadenas
pesadas variables y las cadenas ligeras variables se representan en la Figuras 26 y las correspondientes SEQ ID
NOs: 204-229. En una realizacion adicional del método, una coleccion comprende anticuerpos o fragmentos funcio-
nales de los mismos o acidos nucleicos sintéticos que codifican tales anticuerpos o fragmentos funcionales que
comprenden regiones LCDR2 que comprenden secuencias de proteinas de la linea germinal de las respectivas
parejas de la cadena pesada variable y de la cadena ligera variable, en donde las secuencias de aminoacidos y de
acidos nucleicos de la regién LCDR2 de las cadenas pesadas variables y las cadenas ligeras variables se represen-
tan en las Figuras 29 y 32 y las correspondientes SEQ ID NOs: 230-265.

En realizaciones del método, una coleccién comprende anticuerpos o fragmentos funcionales de los mismos o aci-
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dos nucleicos sintéticos que codifican tales anticuerpos o fragmentos funcionales que comprenden una o varias
regiones determinantes de complementariedad que comprenden modificaciones de aminoacidos que eliminan sitios
de modificacion postraduccional potenciales. En una realizacién del método, una coleccién comprende anticuerpos o
fragmentos funcionales de los mismos o acidos nucleicos sintéticos que codifican tales anticuerpos o fragmentos
funcionales que comprenden una o varias regiones determinantes de complementariedad que comprenden las se-
cuencias de regiones determinantes de complementariedad o secuencias de acidos nucleicos que las codifican
representadas en las Figuras 34-36 de la respectiva cadena pesada variable. En una realizacion adicional del méto-
do, una coleccién comprende anticuerpos o fragmentos funcionales de los mismos o acidos nucleicos sintéticos que
codifican tales anticuerpos o fragmentos funcionales que comprenden regiones HCDR1 que comprenden la HCDR1
o acidos nucleicos que la codifican representados en las Figuras 34-36 de la respectiva cadena pesada variable. Las
secuencias de aminoacidos de las HCDR1s con pocos PTMs se representan en SEQ ID NOs: 266-278. Las secuen-
cias de acidos nucleicos de las HCDR1s con pocos PTMs se representan en SEQ ID NOs: 279-291. En una realiza-
cion adicional del método, una coleccion comprende anticuerpos o fragmentos funcionales de los mismos o acidos
nucleicos sintéticos que codifican tales anticuerpos o fragmentos funcionales que comprenden regiones HCDR2 que
comprenden las regiones HCDR2 o acidos nucleicos que las codifican representados en las Figuras 34-36 de la
respectiva cadena pesada variable. Las secuencias de aminoacidos de las HCDR2s con pocos PTMs se represen-
tan en SEQ ID NOs: 266-278. Las secuencias de acidos nucleicos de las HCDR2s con pocos PTMs se representan
en SEQ ID NOs: 279-291.

En una realizacion del método, una coleccion comprende anticuerpos o fragmentos funcionales de los mismos o
acidos nucleicos sintéticos que codifican tales anticuerpos o fragmentos funcionales que comprenden una region
FR4 seleccionada a partir del grupo que consiste en: JH4 (SEQ ID NO: 293), Jk1 (SEQ ID NO: 297) y JA2/3 (SEQ ID
NO: 301). En una realizacién del método, una coleccion comprende anticuerpos o fragmentos funcionales de los
mismos o acidos nucleicos sintéticos que codifican tales anticuerpos o fragmentos funcionales que comprenden una
region JH4 FR4 de la linea germinal, cuya secuencia de aminoacidos o de acido nucleico se representa en la Figura
40. La secuencia de aminoacidos de JH4 FR4 se representa en (SEQ ID NO: 293) y (SEQ ID NO: 295). La secuen-
cia de acido nucleico de JH4 FR4 se representa en (SEQ ID NO: 292) y (SEQ ID NO: 294). En una realizacion del
método, una coleccién comprende anticuerpos o fragmentos funcionales de los mismos o acidos nucleicos sintéticos
que codifican tales anticuerpos o fragmentos funcionales que comprenden una region Jk1 FR4 de la linea germinal,
cuya secuencia de aminoacidos o de acido nucleico se representa en la Figura 40. La secuencia de aminoacidos de
Jk1 FR4 se representa en (SEQ ID NO: 297). La secuencia de acido nucleico de Jk1 FR4 se representa en (SEQ ID
NO: 296), (SEQ ID NO: 298) y (SEQ ID NO: 299). En una realizacion del método, una coleccidon comprende anti-
cuerpos o fragmentos funcionales de los mismos o acidos nucleicos sintéticos que codifican tales anticuerpos o
fragmentos funcionales que comprenden una regién JA2/3 FR4 de la linea germinal, cuya secuencia de aminoacidos
o de acido nucleico se representa en la Figura 40. La secuencia de aminoacidos de JA2/3 FR4 se representa en
(SEQ ID NO: 301). La secuencia de acido nucleico de JA2/3 FR4 se representa en (SEQ ID NO: 300), (SEQ ID NO:
302) y (SEQ ID NO: 303).

En un aspecto, con el fin de mejorar la capacidad de identificar anticuerpos o fragmentos de los mismos contra cual-
quier antigeno, las colecciones comprenden una regiéon CDR3 diversificada. En una realizacion del método, una
coleccion comprende anticuerpos o fragmentos funcionales de los mismos o acidos nucleicos sintéticos que codifi-
can tales anticuerpos o fragmentos funcionales que comprenden una region HCDR3 diversificada. En una realiza-
cion del método, una coleccion comprende anticuerpos o fragmentos funcionales de los mismos o acidos nucleicos
sintéticos que codifican tales anticuerpos o fragmentos funcionales que comprenden una region LCDRS3 diversifica-
da.

En otro aspecto, con el fin de mejorar la capacidad de identificar antlcuerpos o fragmentos de los mismos contra
cualquier antigeno, las colecciones del método comprenden al menos 1 X 10* anticuerpos o fragmentos funcionales
de Ios mismos o acidos nucleicos sintéticos que codifican tales anticuerpos o fragmentos funcionales, al menos 1 X
10° anticuerpos o fragmentos funcionales de Ios mismos o acidos nucleicos sintéticos que codifican tales anticuerpos
o fragmentos funcionales de, al menos 1 X 10° anticuerpos o fragmentos funcionales de Ios mismos o acidos nuclei-
cos sintéticos que codifican tales anticuerpos o fragmentos funcionales, al menos 1 X 107 anticuerpos o fragmentos
funcionales de los mismos o acidos nucleicos sintéticos que codifican tales anticuerpos o fragmentos funcionales, al
menos 1 x 10° anticuerpos o fragmentos funcionales de los mismos o acidos nucleicos sintéticos que codifican tales
anticuerpos o fragmentos funcionales, al menos 1 X 10° anticuerpos o fragmentos funcionales de Ios mismos o aci-
dos nucleicos sintéticos que codifican tales anticuerpos o fragmentos funcionales, al menos 1 X 10" anticuerpos o
fragmentos funcionales de los mlsmos o acidos nucleicos sintéticos que codifican tales anticuerpos o fragmentos
funcionales o al menos 1 X 10" anticuerpos o fragmentos funcionales de los mismos o acidos nucleicos sintéticos
que codifican tales anticuerpos o fragmentos funcionales.

En una realizacion del método, las colecciones comprenden anticuerpos o acidos nucleicos sintéticos que codifican
tales anticuerpos seleccionados a partir del grupo que consiste en 1gG1, 1gG2, IgG3, 1gG4, IgA, IgE, IgM e IgD
humanas. En una realizacion del método, las colecciones comprenden fragmentos de anticuerpos o acidos nucleicos
sintéticos que codifican tales fragmentos seleccionados a partir del grupo que consiste en Fab, F(ab")2, Fab', Fv y
scFv.
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En realizaciones del método, los dominios constantes de la cadena pesada de IgG de los anticuerpos de las colec-
ciones comprenden las secuencias de aminoacidos mostradas en las Figuras 41A-B (SEQ ID NO: 305). En otras
realizaciones del método, los acidos nucleicos que codifican los dominios constantes de la cadena pesada de IgG de
los anticuerpos de la coleccion comprenden las secuencias de acido nucleico mostradas en las Figuras 41A-B (SEQ
ID NO: 304). En realizaciones, los dominios constantes de la cadena pesada de Fab de los fragmentos de anticuer-
po de las colecciones comprenden las secuencias de aminoacidos mostradas en la Figura 42 (SEQ ID NO: 307). En
otras realizaciones del método, los acidos nucleicos que codifican los dominios constantes de la cadena pesada de
Fab de los anticuerpos de la coleccion comprenden las secuencias de acido nucleico mostradas en la Figura 42
(SEQ ID NO: 306). En realizaciones del método, los dominios constantes de la cadena ligera kappa de IgG (SEQ ID
NO: 309) y/o Fab (SEQ ID NO: 311) de los anticuerpos o fragmentos de anticuerpos de las colecciones comprenden
las secuencias de aminoacidos mostradas en la Figura 43. En otras realizaciones del método, los acidos nucleicos
que codifican los dominios constantes de la cadena ligera kappa de IgG (SEQ ID NO: 308) y/o Fab (SEQ ID NO:
310) de los anticuerpos o fragmentos de anticuerpos de las colecciones comprenden las secuencias de acido nuclei-
co mostradas en la Figura 43. En realizaciones del método, los dominios constantes de la cadena ligera lambda de
IgG (SEQ ID NO: 313) y/o Fab (SEQ ID NO: 315) de los anticuerpos o fragmentos de anticuerpos de las colecciones
comprenden las secuencias de aminoacidos mostradas en la Figura 44. En otras realizaciones del método, los aci-
dos nucleicos que codifican los dominios constantes de la cadena ligera lambda de IgG (SEQ ID NO: 312) y/o Fab
(SEQ ID NO: 314) de los anticuerpos o fragmentos de anticuerpos de las colecciones comprenden las secuencias de
acido nucleico mostradas en la Figura 44.

Anticuerpos de la invencion

En otro aspecto, la descripcion proporciona un anticuerpo sintético o un fragmento funcional del mismo o un acido
nucleico que codifica tal anticuerpo sintético o fragmentos funcionales, en donde el anticuerpo o el fragmento funcio-
nal comprende una pareja de la cadena pesada variable y de la cadena ligera variable, en donde las regiones es-
tructurales de la pareja de la cadena pesada variable y de la cadena ligera variable comprenden secuencias de pro-
teinas de la linea germinal seleccionadas a partir de las parejas de la cadena pesada variable y de la cadena ligera
variable VH1-18 (SEQ ID NO: 204)/VK1-39 (SEQ ID NO: 236); VH1-18 (SEQ ID NO: 204)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238);
VH1-18 (SEQ ID NO: 204)/VK3-20 (SEQ ID NO: 239); VH1-46 (SEQ ID NO: 205)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH1-46
(SEQ ID NO: 205)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH1-46 (SEQ ID NO: 205)/VL3-21 (SEQ ID NO: 257); VH1-69*01
(SEQ ID NO: 206)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VK1-12 (SEQ ID NO: 233); VH3-07 (SEQ
ID NO: 207)/VK1-16 (SEQ ID NO: 234); VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VK1-27 (SEQ ID NO: 235); VH3-07 (SEQ ID NO:
207)/VK1-39 (SEQ ID NO: 236); VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH3-07 (SEQ ID NO:
207)/VL1-47 (SEQ ID NO: 251); VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH3-11 (SEQ ID NO:
208)/VK1-05 (SEQ ID NO: 230); VH3-11 (SEQ ID NO: 208)/VK1-39 (SEQ ID NO: 236); VH3-11 (SEQ ID NO:
208)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH3-11 (SEQ ID NO: 208)/VL1-40 (SEQ ID NO: 250); VH3-11 (SEQ ID NO:
208)/VL1-47 (SEQ ID NO: 251); VH3-11 (SEQ ID NO: 208)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH3-11 (SEQ ID NO:
208)/VL2-23 (SEQ ID NO: 255); VH3-15 (SEQ ID NO: 209)/VK1-05 (SEQ ID NO: 230); VH3-15 (SEQ ID NO:
209)/VK1-06 (SEQ ID NO: 231); VH3-15 (SEQ ID NO: 209)/VK1-12 (SEQ ID NO: 233); VH3-15 (SEQ ID NO:
209)/VK1-16 (SEQ ID NO: 234); VH3-15 (SEQ ID NO: 209)/VK1-27 (SEQ ID NO: 235); VH3-15 (SEQ ID NO:
209)/VK3-11 (SEQ ID NO: 237); VH3-15 (SEQ ID NO: 209)/VL1-40 (SEQ ID NO: 250); VH3-15 (SEQ ID NO:
209)/VL1-47 (SEQ ID NO: 251); VH3-15 (SEQ ID NO: 209)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH3-15 (SEQ ID NO:
209)/VL2-14 (SEQ ID NO: 254); VH3-21 (SEQ ID NO: 210)/VK1-12 (SEQ ID NO: 233); VH3-21 (SEQ ID NO:
210)/VK1-27 (SEQ ID NO: 235); VH3-21 (SEQ ID NO: 210)/VL2-11 (SEQ ID NO: 253); VH3-23 (SEQ ID NO:
211)/VK1-39 (SEQ ID NO: 236); VH3-23 (SEQ ID NO: 211)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH3-23 (SEQ ID NO:
211)/VL2-23 (SEQ ID NO: 255); VH3-23 (SEQ ID NO: 211)/VL3-1 (SEQ ID NO: 256); VH3-30 (SEQ ID NO:
212)/VK3-20 (SEQ ID NO: 239); VH3-53 (SEQ ID NO: 213)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH3-53 (SEQ ID NO:
213)/VL2-11 (SEQ ID NO: 253); VH3-74 (SEQ ID NO: 214)/VK1-05 (SEQ ID NO: 230); VH3-74 (SEQ ID NO:
214)/VK1-06 (SEQ ID NO: 231); VH3-74 (SEQ ID NO: 214)/VK1-12 (SEQ ID NO: 233); VH3-74 (SEQ ID NO:
214)/VK1-27 (SEQ ID NO: 235); VH3-74 (SEQ ID NO: 214)/VK3-20 (SEQ ID NO: 239); VH3-74 (SEQ ID NO:
214)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH5-51 (SEQ ID NO: 215)/VK1-39 (SEQ ID NO: 236); VH5-51 (SEQ ID NO:
215)/VL1-40 (SEQ ID NO: 250); VH5-51 (SEQ ID NO: 215)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH6-1 (SEQ ID NO:
216)/VK1-09 (SEQ ID NO: 232); VH6-1 (SEQ ID NO: 216)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH6-1 (SEQ ID NO: 216)/VK3-
20 (SEQ ID NO: 239) y VH6-1 (SEQ ID NO: 216)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252).

En una realizacion, el anticuerpo sintético o un fragmento funcional del mismo o un acido nucleico sintético que codi-
fica tal anticuerpo o fragmento funcional del mismo comprende una o varias regiones determinantes de complemen-
tariedad que comprenden secuencias de proteinas de la linea germinal de la respectiva pareja de la cadena pesada
variable y de la cadena ligera variable, en donde la secuencia de aminoacidos de la regiéon determinante de com-
plementariedad de la cadena pesada variable y la cadena ligera variable se representa en las Figuras 25-33. Mas
especificamente, en una realizacion, el anticuerpo sintético o un fragmento funcional del mismo o un acido nucleico
sintético que codifica tal anticuerpo o fragmento funcional del mismo comprende una regién CDR1 que comprende
secuencias de proteinas de la linea germinal de la respectiva pareja de la cadena pesada variable y de la cadena
ligera variable, en donde la secuencia de aminoacidos de la region CDR1 de las cadenas pesadas variables y las
cadenas ligeras variables se representan en las Figuras 25, 28 y 31 y las correspondientes SEQ ID NOs: 204-265.
En una realizacion, el anticuerpo sintético o un fragmento funcional del mismo o un acido nucleico sintético que codi-
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fica tal anticuerpo o fragmento funcional del mismo comprende una region HCDR1 que comprende secuencias de
proteinas de la linea germinal de la respectiva pareja de la cadena pesada variable y de la cadena ligera variable, en
donde las secuencias de aminoacidos de la region HCDR1 de la cadena pesada variable y la cadena ligera variable
se representan en la Figura 25 y las correspondientes SEQ ID NOs: 204-229. En una realizacion, el anticuerpo sinté-
tico o un fragmento funcional del mismo o un acido nucleico sintético que codifica tal anticuerpo o fragmento funcio-
nal del mismo comprende una regién LCDR1 que comprende secuencias de proteinas de la linea germinal de la
respectiva pareja de la cadena pesada variable y de la cadena ligera variable, en donde las secuencias de aminoa-
cidos de la region LCDR1 de las cadenas pesadas variables y cadena ligera variable se representan en las Figuras
28 y 31 y las correspondientes SEQ ID NOs: 230-265. En una realizacion adicional, el anticuerpo sintético o un
fragmento funcional del mismo o un acido nucleico sintético que codifica tal anticuerpo o fragmento funcional del
mismo comprende una region CDR2 que comprende secuencias de proteinas de la linea germinal de la respectiva
pareja de la cadena pesada variable y de la cadena ligera variable, en donde las secuencias de aminoacidos de la
region CDR2 de la cadena pesada variable y la cadena ligera variable se representan en las Figuras 26, 29y 32,y
las correspondientes SEQ ID NOs: 204-265. En una realizacion adicional, el anticuerpo sintético o un fragmento
funcional del mismo o un acido nucleico sintético que codifica tal anticuerpo o fragmento funcional del mismo com-
prende una region HCDR2 que comprende secuencias de proteinas de la linea germinal de la respectiva pareja de
la cadena pesada variable y de la cadena ligera variable, en donde las secuencias de aminoacidos de la region
HCDR2 de la cadena pesada variable y la cadena ligera variable se representan en la Figura 26 y las correspondien-
tes SEQ ID NOs: 204-229. En una realizacion adicional, el anticuerpo sintético o un fragmento funcional del mismo o
un acido nucleico sintético que codifica tal anticuerpo o fragmento funcional del mismo comprende una region
LCDR2 que comprende secuencias de proteinas de la linea germinal de la respectiva pareja de la cadena pesada
variable y de la cadena ligera variable, en donde las secuencias de aminoacidos de la region LCDR2 de la cadena
pesada variable y la cadena ligera variable se representan en las Figuras 29 y 32 y las correspondientes SEQ ID
NOs: 230-265.

Un aspecto de la descripcion incluye modificar las regiones determinantes de complementariedad de la linea germi-
nal para eliminar posibles sitios de modificacion postraduccional (PTMs). Ejemplos de regiones determinantes de
complementariedad de la cadena pesada variable modificadas para eliminar PTMs, se muestran en las Figuras 34-
36. En un aspecto, el anticuerpo sintético o un fragmento funcional del mismo o un acido nucleico sintético que codi-
fica tal anticuerpo o fragmento funcional del mismo comprende una o varias regiones determinantes de complemen-
tariedad que comprenden modificaciones de aminoacidos que eliminan potenciales sitios de modificacion postraduc-
cional. En una realizacion, el anticuerpo sintético o un fragmento funcional del mismo o un acido nucleico sintético
que codifica tal anticuerpo o fragmento funcional del mismo comprende una o varias regiones determinantes de
complementariedad que comprenden las secuencias de la regiéon determinante de complementariedad o secuencias
de acidos nucleicos que la codifican representadas en las Figuras 34-36 de la respectiva cadena pesada variable.
En una realizacion adicional, el anticuerpo sintético o un fragmento funcional del mismo o un acido nucleico sintético
que codifica tal anticuerpo o fragmento funcional del mismo comprende una region HCDR1 que comprende la
HCDR1 o acidos nucleicos que la codifican representados en las Figuras 34-36 de la respectiva cadena pesada
variable. Las secuencias de aminoacidos de la HCDR1 con pocos PTMs se representan en SEQ ID NOs: 266-278.
Las secuencias de acidos nucleicos de la HCDR1 con pocos PTMs se representan en SEQ ID NOs: 279-291. En
una realizacion adicional, el anticuerpo sintético o un fragmento funcional del mismo o un acido nucleico sintético
que codifica tal anticuerpo o fragmento funcional del mismo comprende una region HCDR2 que comprende la region
HCDR2 o acidos nucleicos que la codifican representados en las Figuras 34-36 de la respectiva cadena pesada
variable. Las secuencias de aminoacidos de las HCDR2s con pocos PTMs se representan en SEQ ID NOs: 266-278.
Las secuencias de acidos nucleicos de las HCDR2s con pocos PTMs se representan en SEQ ID NOs: 279-291.

Un aspecto de la descripcion incluye la utilizacion de secuencias de FR4 de la linea germinal. En una realizacion, el
anticuerpo sintético o un fragmento funcional del mismo o acido nucleico sintético que codifica tal anticuerpo o frag-
mento funcional del mismo comprende una region FR4 seleccionada a partir del grupo que consiste en: JH4 (SEQ ID
NO: 293), Jk1 (SEQ ID NO: 297) y JA2/3 (SEQ ID NO: 301). En una realizacion, el anticuerpo sintético o un fragmen-
to funcional del mismo o acido nucleico sintético que codifica tal anticuerpo o fragmento funcional del mismo com-
prende una region JH4 FR4 de la linea germinal, cuya secuencia de aminoacidos o de acido nucleico se representa
en la Figura 40. La secuencia de aminoacidos de JH4 FR4 se representa en (SEQ ID NO: 293) y (SEQ ID NO: 295).
La secuencia de acido nucleico de JH4 FR4 se representa en (SEQ ID NO: 292) y (SEQ ID NO: 294). En una reali-
zacion, el anticuerpo sintético o un fragmento funcional del mismo o acido nucleico sintético que codifica tal anti-
cuerpo o fragmento funcional del mismo comprende una region Jk1 FR4 de la linea germinal, cuya secuencia de
aminoacidos o de acido nucleico se representa en la Figura 40. La secuencia de aminoacidos de Jk1 FR4 se repre-
senta en (SEQ ID NO: 297). La secuencia de acido nucleico de Jk1 FR4 se representa en (SEQ ID NO: 296), (SEQ
ID NO: 298) y (SEQ ID NO: 299). En una realizacion, el anticuerpo sintético o un fragmento funcional del mismo o
acido nucleico sintético que codifica tal anticuerpo o fragmento funcional del mismo comprende una region JA2/3
FR4 de la linea germinal, cuya secuencia de aminoacidos o de acido nucleico se representa en la Figura 40. La
secuencia de aminoacidos de JA2/3 FR4 se representa en (SEQ ID NO: 301). La secuencia de acido nucleico de
JA2/3 FR4 se representa en (SEQ ID NO: 300), (SEQ ID NO: 302) y (SEQ ID NO: 303).

En una realizacion, el anticuerpo sintético o acido nucleico sintético que codifica tal anticuerpo se selecciona a partir
del grupo que consiste en IgG1, 19G2, 1gG3, 1gG4, IgA, IgE, IgM e IgD humanas. En una realizacion, el fragmento de
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anticuerpo sintético o el acido nucleico sintético que codifica tal fragmento de anticuerpo se selecciona a partir del
grupo que consiste en Fab, F(ab')2, Fab', Fv y scFv.

En realizaciones, el dominio constante de la cadena pesada de IgG del anticuerpo comprende las secuencias de
aminoacidos mostradas en las Figuras 41A-B (SEQ ID NO: 305). En otras realizaciones, los acidos nucleicos que
codifican los dominios constantes de la cadena pesada de IgG del anticuerpo comprenden las secuencias de acido
nucleico mostradas en las Figuras 41A-B (SEQ ID NO: 304). En realizaciones, el dominio constante de la cadena
pesada de Fab de los fragmentos de anticuerpo comprende las secuencias de aminoacidos mostradas en la Figura
42 (SEQ ID NO: 307). En otras realizaciones, los acidos nucleicos que codifican el dominio constante de la cadena
pesada de Fab del fragmento de anticuerpo comprenden las secuencias de acido nucleico mostradas en la Figura
42 (SEQ ID NO: 306). En realizaciones, los dominios constantes de la cadena ligera kappa de IgG (SEQ ID NO: 309)
y/o Fab (SEQ ID NO: 311) de los anticuerpos o fragmentos de anticuerpo comprenden las secuencias de aminoaci-
dos mostradas en la Figura 43. En otras realizaciones, los acidos nucleicos que codifican los dominios constantes de
la cadena ligera lambda de IgG (SEQ ID NO: 312) y/o Fab (SEQ ID NO: 314) de los anticuerpos o fragmentos de
anticuerpos comprenden las secuencias de acido nucleico mostradas en la Figura 44.

Ejemplos

Ejemplo 1: Generacion de sitios de restriccion en el extremo C-terminal de una secuencia sefial procariota y una
secuencia lider humana, proporcionando regiones FR1 de la linea germinal completas

En un aspecto, la presente descripciéon describe colecciones de anticuerpos o fragmentos de los mismos que com-
prenden regiones estructurales que comprenden secuencias de proteinas de la linea germinal, especificamente
FR1. Se espera que al tener secuencias de la linea germinal se reduzca el riesgo de inmunogenicidad de los anti-
cuerpos cuando se administran en seres humanos. Sin embargo, se deben emplear sitios de restriccion compatibles,
con el fin de permitir una clonacién estandar de los acidos nucleicos que codifican las colecciones de anticuerpos en
vectores de presentacion y/o vectores de expresion, de modo que los anticuerpos se puedan escrutar en busca de
agentes inmunoégenos. En el pasado, los sitios de restriccion utilizados para la clonacién se encontraban a menudo
dentro de las regiones estructurales, modificando asi la secuencia de acido nucleico y/o de aminoacidos, diferen-
ciandola de la linea germinal. Con el fin de garantizar que al menos la regién estructural 1 (FR1) de cada uno de los
anticuerpos de la presente descripcion conserva una secuencia proteica de la linea germinal, no deberia haber
ningun sitio de restriccion dentro de FR1 que pudiera conducir a desviaciones de la secuencia de aminoacidos de la
linea germinal. Por lo tanto, un aspecto de la presente descripcion es la incorporacion de un sitio de restriccion idén-
tico o al menos compatible dentro del extremo C-terminal de secuencias sefial procariotas y secuencias lider huma-
nas, especificamente dentro de los tres residuos C-terminales. Adicionalmente, una secuencia sefial procariota y
una secuencia lider humana que comprenden un sitio de restriccion idéntico o compatible, deben ser funcionales y
permitir una buena presentacion y rendimiento de la expresion de los anticuerpos o fragmentos de los mismos, tanto
en sistemas de expresion procariotas como de mamiferos.

La Fig. 1 muestra los sitios de restriccion seleccionados y sus posiciones correspondientes. El sitio de restriccion de
Nhel (VLA) se selecciono para incorporarlo en las secuencias sefial de la cadena pesada procariotas (phoA). Las
secuencias de acido nucleico y de aminoacidos de la secuencia sefial phoA de tipo silvestre y la secuencia sefial
phoA de Nhel (VLA) se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1:

Secuencia sefal phoA de E. coli de tipo silvestre (la secuencia de aminoacidos C-terminal desde la posicion -3 a -1
es TKA sin sitio de restriccion):

M KQ ST I A L A L L P L L F TPV T K A
ATGAAACAGAGCACCATTGCCCTGGCCCTGCTGCCGCTGCTGTTTACCCCAGTGACCAAA
GCC

(SEQ ID NOS 8y 7, respectivamente, por orden de aparicion)
Extremo C-terminal de phoA de tipo silvestre T K A
ACC AAA GCC

Secuencia sefal de phoA de E. coli modificada con VLA C-terminal y sitio de restriccion Nhel (= GCTAGC):
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M KQST 1 AL A L L P L L FT PV V LA
ATGAAACAGAGCACCATTGCCCTGGCOCCTGCTGCCGCTGCTGTTTACCCCAGTGGTGCTA
GCC

(SEQ ID NOS 10y 9, respectivamente, por orden de aparicion)

El sitio de restriccion de Ndel (AYA) seleccion6 para incorporarlo en las secuencias sefial de kappa y lambda proca-
riotas (ompA). Las secuencias de acido nucleico y de aminoacidos de la secuencia sefial ompA de tipo silvestre y la
secuencia sefial ompA modificada con Ndel (AYA) se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2:

Secuencia sefial ompA de E. coli de tipo silvestre (la secuencia de aminoacidos C-terminal desde la posicion - 3 a -1
es AQA sin sitio de restriccion):

M K KT AI A I AV A L A GFATV A Q A
ATGAAAAAAACCGCCATTGCCATTGCCGTGGCCCTGGCAGGCTTTGCCACCGTGGCGCAG
GCC

(SEQ ID NOS 12 y 11, respectivamente, por orden de aparicion)
Extremo C-terminal de ompA de tipo silvestre A Q A
GCG CAG GCC

Secuencia sefial ompA de E. coli modificada con AYA C-terminal y sitio de restriccion Nhel (= CATATG):

M K KTAI A1 AV A L A GF ATV A YA
ATGAAAAAAACCGCCATTGCCATTGCCGTGGCCCTGGCAGGCTTTGCCACCGTGGCATAT
GCC

Alternativamente la secuencia de ADN incluye
ATGAAAAAAACCGCCATTGCCATTGCCGTGGCCCTGGCAGGCTTTGCCACCGTGGCATAT
GCG

(SEQ ID NOS 14, 13 y 15 respectivamente, por orden de aparicion)

Con el fin de permitir un cambio sencillo del formato Fab expresado en E. coli al formato IgG expresado en mamife-
ro, se generaron las secuencias lider humanas para la cadena ligera de IgG (lider de kappa humana) y la cadena
pesada de IgG (lider de la cadena pesada humana) para que tuvieran los mismos sitios de restriccion que los extre-
mos C-terminales de las secuencias sefial ompA (Ndel (AYA)) y phoA (Nhel (VLA)). Las secuencias lider de la ca-
dena pesada humana, y las secuencias lider de kappa humana de tipo silvestre y modificadas, se muestran en la
Tabla 3.

Tabla 3

Lider de la cadena pesada
A)

Lider de la cadena pesada humana de tipo silvestre (la secuencia de aminoacidos C-terminal desde la posicion -3 a -
1 es VLS sin sitio de restriccion):

M K H L W F F L L L V A AP RWV L S
ATGAAACACCTGTGGTTCTTCCTCCTGCTGGTGGCAGCTCCCAGATGGGTCCTGTCC
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(SEQ ID NOS 17 y 16, respectivamente, por orden de aparicion)

Extremo C-terminal del lider de la cadena pesada de tipo silvestre \ L S
GTC CTG TCC

B)

Lider de la cadena pesada humana modificada con VLA C-terminal y sitio de restriccion Nhel (= GCTAGC)

M K H L W FF L L L V A AP R W V L A
ATGAAGCACCTGTGGTTCTTTCTGCTGCTGGTGGCCGCTCCCCGGATGGGTGCTAGCC

(SEQ ID NOS 19 y 18, respectivamente, por orden de aparicion)
C)

Lider de kappa humana de tipo silvestre (la secuencia de aminoacidos C-terminal desde la posicion -3 a -1 es AYG
sin sitio de restriccion):

MV L QT Q VvV FI1 S L L L W I 8 G A YG
ATGGTGTTGCAGACCCAGGTCTTCATTTCTCTGTTGCTCTGGATCTCTGGTGCCTACGGG

(SEQ ID NOS 21 y 20, respectivamente, por orden de aparicion)

Extremo C-terminal del lider de kappa A Y G
GCC TAC GGG

D)

Lider de kappa humana modificado con AYA C-terminal y sitio de restriccion Ndel (= CATATG):

MV L QT @ VvV F I 8L L L W I § G A Y A
ATGGTGCTCCAGACCCAGGTGTTCATCAGCCTGCTGCTGTGGATCAGCGGCGCATATGCG

(SEQ ID NOS 23 y 22, respectivamente, por orden de aparicion)

Las secuencias sefial procariotas y las secuencias lider humanas modificadas seleccionadas (a) dan lugar a rendi-
mientos elevados de proteina Fab e IgG de acuerdo con el sistema de vector utilizado, (b) proporcionan una compa-
tibilidad total para cambiar entre los formatos de anticuerpo, vectores y sistemas de expresion entre sistemas proca-
riotas y de mamifero y (c) se encuentran en las secuencias sefial/lider conservando de este modo las secuencias de
la linea germinal completas de FR1.

Ejemplo 2: Identificacion de las parejas mas abundantes de VH/VL en el repertorio humano

En su sentido mas general, los inventores tuvieron la idea de que puede ser ventajosa una coleccion de anticuerpos
que imite el sistema inmune humano de forma esencial. Los inventores trabajaron en su hipétesis de que las parejas
de genes de la linea germinal de cadena pesada variable y la cadena ligera variable que se expresaban de forma
abundante en el repertorio inmune humano, probablemente tienen propiedades biofisicas favorables que conduciran
a un desarrollo clinico mas eficiente y un aumento de la seguridad y la eficacia de los anticuerpos resultantes en
pacientes. Para someter a ensayo esta hipotesis, la primera etapa era identificar las parejas de genes de la linea
germinal de la cadena pesada variable y de la cadena ligera variable expresadas de forma prominente en el reperto-
rio inmune humano.

Ejemplo 2.1: Determinacién del uso de los genes de la linea germinal de las parejas VH/VL

Con el fin de identificar las parejas de genes de la linea germinal de VH/VL expresadas predominantemente del
repertorio inmune humano, se analizaron los datos disponibles publicamente y se tomaron muestras de linfocitos B
humanos. Como primera etapa, se revisaron los datos disponibles publicamente para identificar articulos que des-
cribian las parejas de genes de la linea germinal de VH/VL aisladas a partir de linfocitos B humanos. Como se ha
mencionado, muchas bases de datos disponibles publicamente proporcionan secuencias de anticuerpos, sin embar-
go, muchas proporcionan solo las secuencias del dominio variable, VH o VL, pero rara vez proporcionan la uniéon de
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parejas de genes de la linea germinal VH/VL. Se identificaron los siguientes articulos y se analizaron en detalle:
Wardemann H. et al. (2003) Science 301, 1374-1377 y todas las tablas complementarias; Yurasov S. et al. (2005) J.
Exp. Med. 201, 703-712 y todas las tablas complementarias; Tsuiji M. et al. (2006) J. Exp. Med. 203, 393-401 y to-
das las tablas complementarias; Yurasov S. et al. (2006) J. Exp. Med. 203, 2255-2262 y todas las tablas comple-
mentarias, Tiller T. et al. (2007) Immunity 26, 205-213 y todas las tablas complementarias, y Mietzner B. et al. (2008)
PNAS 105, 9727-9732 y todas las tablas complementarias, todos ellos se incorporan como referencia en su totali-
dad. Se identificaron datos adicionales de parejas de VH/VL a partir de una muestra de linfocitos B humanos, como
se describe a continuacion.

Ejemplo 2.2: Determinacién del uso de genes de parejas de VH/VL procedentes de una muestra humana

Con el fin de obtener datos adicionales del uso de parejas de genes de la linea germinal VH/VL, se aislaron PBMCs
de un hospedador humano. Las PBMCs se clasificaron, los ADNc de los linfocitos B se amplificaron usando PCR, el
ADN de los linfocitos B se secuencid y luego las secuencias se procesaron con IgBLAST (NCBI) para identificar las
parejas de genes de la linea germinal VH/VL de cada linfocito B.

Se describen métodos generales de aislamiento y clasificacion de las PBMCs humanas a partir de células sanguine-
as venosas y mononucleares de la médula ésea en Tiller et al., J Immunol Methods, 2008 Ene 1; 329(1-2):112-24,
que se incorpora como referencia en su totalidad. Las PBMCs se aislaron y luego se clasificaron de forma indepen-
diente segun el marcador de la superficie celular del fenotipo de interés. Los transcritos de genes de Ig de los linfoci-
tos B maduros, sin activar (mn) y clasificados independientemente y las células secretoras de anticuerpos (asc), se
amplificaron después por PCR para la determinacion de las parejas de genes de la linea germinal VH/VL. También
se describen métodos generales de amplificacion del ADNc mediante PCR de linfocitos B y los cebadores utiles para
ello, en Tiller et al. 2008 (cita anterior). Los cebadores especificos usados, se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4 (SEQ ID NOS 24-60, respectivamente, por orden de aparicién):

para la PCR de la cadena pesada p oy

para la PCR de la cadena ligera kappa:

50

12 PCR de HC

5'L-VH1 ACAGGTGCCCACTCCCAGGTGCAG 24
5'L-VH 3 AAGGTGTCCAGTGTGARGTGCAG 23
5'L-VH 4/6 CCCAGATGGGTCCTGTCCCAGGTGCAG 27
5'L-VH 5 CAAGGAGTCTGTTCCGAGGTGCAG 24
3' Cy CH1 (mu) GGGAATTCTCACAGGAGACGA 21
3'Cg CH1 (gamma) GGAAGGTGTGCACGCCGCTGGTC 23
22 PCR de HC

5' Agel VH1 CTGCAACCGGTGTACATTCCCAGGTGCAGCTGGTGCAG 38
5' Agel VH1/5 CTGCAACCGGTGTACATTCCGAGGTGCAGCTGGTGCAG 38
5' Agel VH3 CTGCAACCGGTGTACATTCTGAGGTGCAGCTGGTGGAG 38
5' Agel VH3-23 CTGCAACCGGTGTACATTCTGAGGTGCAGCTGTTGGAG 38
5' Agel VH4 CTGCAACCGGTGTACATTCCCAGGTGCAGCTGCAGGAG 38
5' Agel VH 4-34 CTGCAACCGGTGTACATTCCCAGGTGCAGCTACAGCAGTG 40
3' Sall JH 1/2/4/5 TGCGAAGTCGACGCTGAGGAGACGGTGACCAG 32
3'SallJH 3 TGCGAAGTCGACGCTGAAGAGACGGTGACCATTG 34
3'sallJH 6 TGCGAAGTCGACGCTGAGGAGACGGTGACCGTG 33
3'1gG (interno) GTTCGGGGAAGTAGTCCTTGAC 22
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ATGAGGSTCCCYGCTCAGCTGCTGG
CTCTTCCTCCTGCTACTCTGGCTCCCAG
ATTTCTCTGTTGCTCTGGATCTCTG

GTTTCTCGTAGTCTGCTTTGCTCA

ATGACCCAGW CTCCABYCW CCCTG

GTGCTGTCCTTGCTGTCCTGCT

para la PCR de la cadena ligera lambda:

12PCRde LC
5'L-VI1
5'L-VI2
5'L-VI3
5'L-VI4/5
5'L-VI6
5'L-VI7
5'L-VI8

3'C(

22 PCR de LC
5'Agel VI 1
5'Agel VI 2
5'Agel VI 3
5'Agel VI 4/5
5'Agel VI 6
5'Agel VI 7/8

3' Xhol CI

GGTCCTGGGCCCAGTCTGTGCTG
GGTCCTGGGCCCAGTCTGCCCTG
GCTCTGTGACCTCCTATGAGCTG
GGTCTCTCTCSCAGCYTGTGCTG
GTTCTTGGGCCAATTTTATGCTG
GGTCCAATTCYCAGGCTGTGGTG
GAGTGGATTCTCAGACTGTGGTG

CACCAGTGTGGCCTTGTTGGCTTG

CTGCTACCGGTTCCTGGGCCCAGTCTGTGCTGACKCAG
CTGCTACCGGTTCCTGGGCCCAGTCTGCCCTGACTCAG
CTGCTACCGGTTCTGTGACCTCCTATGAGCTGACWCAG
CTGCTACCGGTTCTCTCTCSCAGCYTGTGCTGACTCA
CTGCTACCGGTTCTTGGGCCAATTTTATGCTGACTCAG
CTGCTACCGGTTCCAATTCYCAGRCTGTGGTGACYCAG

CTCCTCACTCGAGGGYGGGAACAGAGTG

25
28
25

24

24

22

23
23
23
23
23
23
23

24

38
38
38
37
38
38

28

Se sintetizaron los ADNc de los linfocitos B maduros, sin activar (mn) y clasificados independientemente y las célu-
las secretoras de anticuerpos (asc). Se realizdé una PCR anidada, en donde los transcritos del gen V de IgH, Igk e
IgL humanos se amplificaron con PCR independientemente. Los resultados de la secuenciacion se procesaron con
IgBLAST (NCBI) para identificar los respectivos genes de la linea germinal de VH, VK'y VL.

Ejemplo 2.3 Parejas de genes de la linea germinal VH/VL identificadas en el repertorio inmune humano

Los datos de parejas de genes de la linea germinal VH/VL identificados a partir de las publicaciones disponibles tal
como se describe en el Ejemplo 2.1, se agruparon con los datos identificados a partir de una muestra humana como
se describe en el Ejemplo 2.2. Los datos agrupados se analizaron y se mostraron como una clasificacion en la Tabla
6, es decir, la clasificacion del porcentaje/proporcion (%) de las parejas de genes de la linea germinal VH/VL identifi-

cadas en el repertorio inmune humano.
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Ejemplo 3: Determinacién del uso de genes de la linea germinal de VH y VL

Una revision de la Tabla 6 muestra que un pequefio numero de parejas VH/VL son dominantes en el repertorio in-
mune humano en comparacion con el numero total de genes de la linea germinal. Wildt et al. 895-896 describieron
ese fendmeno. Wildt et al. también describieron que los segmentos génicos de la cadena pesada y ligera expresa-
dos frecuentemente estan emparejados frecuentemente, y observaron que la mitad de los emparejamientos de la
muestra correspondia a solo cinco parejas de genes de la linea germinal de VH/VL.

Ademas, se evaluaron los datos agrupados y referencias adicionales para identificar los genes de la linea germinal
de VH, Vk y VA que se expresaban de forma independiente (no como parejas) en el repertorio inmune humano. Las
referencias de publicaciones adicionales, que incluyen una expresion génica de VH y/o VL no emparejados de la
linea germinal, eran Brezinschek H.P. et al. (1997) J. Clin. Invest. 99, 2488, Demaison C. et al. (1995) Immunogene-
tics 42, 342 y Foster S.J. et al. (1997) J. Clin. Invest. 99, 1614, ambas incorporadas como referencia en su totalidad.
Los datos de los Ejemplos 2.1 y 2.2 y referencias adicionales se agruparon y clasificaron para determinar los genes
de la linea germinal de VH, Vk y VA expresados de forma mas prominente en el repertorio inmune humano. La clasi-
ficacion se muestra en la Tabla 5.

Al comparar la Tabla 5, que muestra la prevalencia de los genes de la linea germinal de VH, VA y Vk no ligados, en
el repertorio inmune humano y la Tabla 6, que muestra la prevalencia de los genes de la linea germinal de parejas
VH/VL asociadas dentro del repertorio inmune humano, era evidente que muchos de los genes de la linea germinal
de VH, VA y VK que estaban muy representados cuando se evaluaban de forma independiente de la asociacion o el
emparejamiento, también estaban muy representados en los emparejamientos de VH/VL.

Esta observacion se confirma mediante las representaciones graficas que se muestran en las Figs. 4-5, que mues-
tran las parejas de genes de la linea germinal de VH/VL del repertorio inmune humano. Las figuras muestran el
numero real de cada pareja de genes de la linea germinal de VH/VL identificada a partir de los datos agrupados,
representada graficamente en una matriz, en donde el eje Y incluye la clasificacion de los genes de la linea germinal
de VH, y el gje X incluye la clasificacion de los genes de la linea germinal de VL.

Ejemplo 4: Seleccién de los emparejamientos de genes de la linea germinal de VH/VL para una evaluacién adicional
de sus propiedades biofisicas

Como etapa siguiente, habia que determinar qué parejas de proteinas de la linea germinal se iban a someter a en-
sayo, ya que hay ~2500 parejas en el repertorio inmune humano y el objetivo de los inventores era identificar qué
parejas de proteinas de la linea germinal comprenden propiedades biofisicas favorables que podrian ayudar en la
seleccion y el desarrollo. Una forma seria someter a ensayo las parejas de proteinas de la cadena pesada variable y
la cadena ligera variable de la linea germinal que se producen de forma mas prominente en el repertorio inmunitario
humano, por ejemplo, véase la Tabla 6. Se podria, por ejemplo, seleccionar las mejores cuatrocientas parejas para
las pruebas, o seleccionar las parejas de proteinas de la linea germinal de la cadena pesada variable y la cadena
ligera variable presentes por encima de cierto umbral. Esta metodologia requeriria la sintesis y el ensayo de un gran
nuamero de secuencias de parejas de proteinas de la linea germinal de la cadena pesada variable y la cadena ligera
variable; por lo tanto, esta metodologia puede que no sea muy eficaz.

Como metodologia alternativa, los inventores seleccionaron un subconjunto de las parejas de la linea germinal de la
cadena pesada variable y la cadena ligera variable que era representativo, reproducia con precision o incluia la
mayoria de las parejas prominentes procedentes del repertorio inmune humano. Esta metodologia se basaba, en
parte, en la observacion de que un pequefio numero de genes (no emparejados) de la linea germinal de la cadena
pesada, la cadena ligera Kk variable y la cadena ligera A variable, son dominantes en el repertorio inmune humano.
Por lo tanto, un pequefio nimero de los genes (no emparejados) de la linea germinal de la cadena pesada y ligera
prominentes, se puede combinar para generar un grupo de parejas de VH/VL que son representativas del repertorio
inmune humano.

Esta metodologia se llevé a cabo de la siguiente manera. En el Ejemplo 3, se determiné la expresion de los genes
de la linea germinal de la cadena pesada variable, la cadena ligera k variable y la cadena ligera A variable. Como
siguiente etapa, se completd un analisis in silico de los genes prominentes de la linea germinal de VH, VA y VK, en
donde se evaluaron al menos los siguientes factores: la longitud de las CDRs, el punto isoeléctrico (pl), (el punto
isoeléctrico preferido es 7,5 o superior ya que deberia proporcionar estabilidad en un tampén de formulacién con pH
5,5 a pH 7 estandar), sitios potenciales de modificaciones postraduccionales (PTMs) (especificamente, sitios de
glicosilacion ligados a N (NxS o NxT) o modificaciones quimicas tales como la escision de Asp (frecuentemente en
un DP o DQ), la isomerizacion de Asp (DD, DG), la desamidacion (NS, NG) que puede tener lugar in vivo (en suero)
o después de un almacenamiento en tampoén de formulacion y conduce a la pérdida de unién del anticuerpo), la
presencia de metioninas en las CDRs (pueden oxidarse cuando se exponen a un disolvente), la presencia de cistei-
nas no apareadas (formaran enlaces disulfuro con cualquier otra cisteina no apareada, lo que conducira a una reti-
culacion de las proteinas y/o a niveles de expresion mas bajos), desviaciones de la linea germinal, la presencia de
posibles epitopos de linfocitos T, y la tendencia a una agregacion tedrica. Los datos seleccionados a partir del anali-
sis in silico se muestran en las Figs. 2-3.
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Basandose en el analisis in silico de los genes mas prominentes de la linea germinal VH, VA y VK, se seleccion6 un
subconjunto de éstos para la sintesis, la combinacion y la prueba funcional subsiguiente. Este subconjunto se mues-
tra en las Figs. 2-3. Al comparar la Tabla 5 y las Figs. 2-3, es evidente que no todos los genes mas prominentes de
la linea germinal de VH, VA y VK se seleccionaron para la prueba adicional. De los genes mas prominentes de la
linea germinal de VH, mostrados en la Tabla 5, IGHV4-34, IGHV4-59 e IGHV3-9 no fueron seleccionados. En su
lugar, véase en las Figs. 2-3, se seleccionaron IGHV3-74, IGHV3-73 e IGHV6-1. En total, se seleccionaron 20 genes
de VH de la linea germinal. De los genes mas prominentes de Vk de linea germinal, que se muestran en la Tabla 5,
no se seleccionaron IGKV4-1, IGKV2-28/2D-28, IGKV1-33/1D-33 e IGKV1-8. En total, se seleccionaron 12 genes de
linea germinal de Vk. De los genes mas prominentes de la linea germinal de VA mostrados en la Tabla 5, IGLV1-44
no fue seleccionado. En total, se seleccionaron 8 genes de la linea germinal de VA.

La Tabla 5 muestra la clasificacion del uso de genes de la linea germinal de VH, Vk y VA del repertorio inmune
humano y los genes de la linea germinal en negrita y subrayados que se seleccionaron para una prueba funcional
adicional.

Tablas
VH Vk VA
n=2463 n=1656 n=780
1 |IGHV3-23 10,6 1 | IGKV3-20 16,2 1 |IGLV2-14 18.1
2 |IGHV3-30 8,0 2  IGKV1-39/1D-39 14,2 2 |IGLV1-40 11,3
3 | IGHV4-39 7.6 3 IGKV1-5 11,2 3 |IGLV1-44 11,3
4 |IGHV4-34 6,8 4 |IGKV3-15 11,1 IGLV1-51 10,0
5 |IGHV4-59 5,8 5 | IGKV4-1 8,5 4 |IGLV2-23 8.1
6 | IGHV1-69 53 6 IGKV3-11 7.6 5 |IGLV3-21 8.1
7  |IGHV5-51 46 7 |IGKV2-28/2D-28 6,0 6 |IGLV1-47 6.5
8 |IGHV3-7 45 8 |IGKV1-33/1D-33 46 7  |IGLV3-1 53
9  |IGHV1-18 41 9 | IGKV2-30 2.6 8 |IGLV2-11 51
10 | IGHV3-48 4,0 10 | IGKV1-9 24 9 |IGLV2-8 45
11 |IGHV3-15 33 11 | IGKV1-17 24 10 |IGLV6-57 1,7
12 |IGHV3-21 33 12 | IGKV1-27 2.2 11 |IGLV3-25 1,5
13 |IGHV1-2 3.2 13 |IGKV1-8 1,9 12 |IGLV7-46 1,5
14 |IGHV3-33 3.0 14 |IGKV1-16 1,3 13 |IGLV1-36 1,2
15 |IGHV4-31 3.0 15 |IGKV1-6 11 14 |IGLV7-43 1,2
16 |IGHV3-53 2.7 16 | IGKV1-12 11 15 | IGLV9-49 1,2
17 | IGHV3-11 2.6 17 | IGKV2D-29 1,0 16 | IGLV4-69 1,0
18 | IGHV3-9 2,2 18 | IGKV1-13 0,7 17 | IGLV2-18 0,6
19 |IGHV4-4 21 19 | IGKV1D-8 0,5 18 |IGLV3-10 0,5
20 |IGHV1-46 21 20 |IGKV2-24 0,5 19 |IGLV3-27 0,5
21 |IGHV3-74 1,6 21 |IGKV5-2 0,4 20 |IGLV3-9 0,3
22 |IGHV1-24 1,1 22 |IGKV1D-12 0,3 21 |IGLV3-12 0,1
23 | IGHV4-61 1,1 23 |IGKV2-40/2D-40 0,3 22 |IGLV3-19 0,1
24 |IGHV1-8 1,1 24 |IGKV3D-20 0,3 23 |IGLV3-22 0,1
25 |IGHV1-3 1,0 25 |IGKV1D-43 0,2 24 |IGLV4-60 0,1
26 | IGHV3-49 1,0 26 |IGKV2D-30 0,2 25 |IGLV8-61 0,1
27 |IGHV3-43 0,6 27  |IGKV3D-11 0,2 26 | IGLV3-16 0,0
28 | IGHV4-28 0,6 28 |IGKV3D-15 0,2 27  |IGLV4-3 0,0
29 |IGHV3-64 0,5 29 |IGKV2-29 0,2 28 |IGLV5-37 0,0

53



10

ES 2 696 548 T3

VH Vk VA
n=2463 n=1656 n=780

30 | IGHV7-81 0,5 30 | IGKV1D-16 0,1 29 |IGLV5-39 0,0
31 | IGHV3-13 0,4 31 | IGKV1D-17 0,1 30 |IGLV5-45 0,0
32 | IGHV3-72 0,4 32 |IGKV3D-7 0,1 31 |IGLV5-52 0,0
33 | IGHV1-58 0,3 33 | IGKV6-21/6D-21 0,1 32 |IGLV10-54 0,0
34 |IGHV3-73 03 34 | IGKV6D-41 0,1

35 | IGHV3-66 0,2 35 | IGKV1D-13 0,0

36 | IGHV7-4.1 0,2

37 |IGHV2-5 0,1

38 | IGHV4-30.2 0,1

39 | IGHV3-20 0,1

40 | IGHV6-1 0,0

41 |IGHV1-e 0,0

42 |IGHV1f 0,0

43 |IGHV1-45 0,0

44 |IGHV2-26 0,0

45 |IGHV2-70 0,0

66 |IGHV3-d 0,0

47 |IGHV4-b 0,0

48 |IGHV4-30.4 0,0

49 |IGHV5-a 0,0

Ejemplo 4.1: Recombinacién de los genes mas abundantes de la linea germinal de VH, VK y VA para obtener la
representacion de las parejas de VH/VL mas prominentes en el repertorio inmune humano

Como etapa siguiente, los 20 genes de VH, 12 genes de Vk y 8 genes de VA de la linea germinal seleccionados a
partir de los genes de la linea germinal VH, Vk y VA, se sintetizaron y se combinaron para generar 400 parejas de
genes de VH/VL de la linea germinal, en donde estas parejas se sometieron a ensayo posteriormente para analizar
sus propiedades biofisicas. La Tabla 6 muestra que las 400 parejas de genes de la linea germinal de VH/VL genera-
das para las pruebas funcionales, de hecho, reproducen con precisién o incluyen la mayoria de las parejas promi-
nentes de genes de la linea germinal de VH/VL en el repertorio inmune humano. La Tabla 6 muestra la clasificacion
de las parejas de VH/VL expresadas en el repertorio inmune humano, en donde las 400 parejas de VH/VL que se
sometieron a ensayo estan en negrita y subrayadas.

Tabla 6: Las 400 parejas de genes de la linea germinal de VH/VL sometidas a ensayo funcional son representativas
de las parejas de genes de la linea germinal de VH/VL identificadas en el repertorio inmune humano

"pos": representa la posicion de la clasificacion relativa de las parejas de VH/VL tal y como se determina
por el porcentaje (%) de cada pareja de VH/VL a partir de los datos agrupados totales. N = 2137 linfoci-

tos B
pos V pesada V ligera %
1 IGHV3-23 IGKV1-5 1,26
2 IGHV4-34 IGKV3-20 1,17
3 IGHV3-23 IGKV3-20 1,12
4 IGHV4-39 IGKV3-15 1,03
5 IGHV3-23 IGKV3-15 0,94
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"pos": representa la posicion de la clasificacion relativa de las parejas de VH/VL tal y como se determina
por el porcentaje (%) de cada pareja de VH/VL a partir de los datos agrupados totales. N = 2137 linfoci-
tos B

pos V pesada V ligera %
6 IGHV4-59 IGKV1-39/1D-39 0,89
7 IGHV4-39 IGKV1-39/1D-39 0.84
IGHV4-34 IGKV1-39/1D-39 0,84
8 IGHV4-59 IGKV3-20 0,70
IGHV1-18 IGKV3-20 0,70
9 IGHV3-30 IGKV3-20 0,66
IGHV4-39 IGKV1-5 0,66
IGHV1-69 IGKV1-39/1D-39 0,66
IGHV5-51 IGLV 1-40 0,66
10 IGHV3-23 IGKV4-1 0,61
IGHV4-39 IGKV3-20 0,61
IGHV3-23 IGLV 2-14 0,61
IGHV4-39 IGLV 3-21 0,61
11 IGHV3-23 IGKV1-39/1D-39 0,56
IGHV3-30 IGKV1-39/1D-39 0,56
IGHV3-30 IGKV3-11 0,56
IGHV1-69 IGKV3-20 0,56
IGHV3-48 IGKV3-20 0,56
IGHV1-2 IGKV3-20 0,56
12 IGHV3-30 IGKV4-1 0,51
IGHV5-51 IGLV 2-14 0,51
13 IGHV4-59 IGKV4-1 0,47
IGHV5-51 IGKV3-20 047
IGHV3-7 IGKV1-39/1D-39 047
IGHV3-7 IGKV1-5 047
IGHV3-15 IGKV3-20 047
IGHV4-39 IGLV 2-14 047
IGHV4-39 IGLV 2-8 0,47
IGHV4-34 IGLV 2-14 0,47
14 IGHV3-23 IGKV3-11 042
IGHV3-30 IGKV1-5 042
IGHV3-30 IGKV3-15 042
IGHV4-34 IGKV1-5 0,42
IGHV3-21 IGKV1-5 042
IGHV3-21 IGKV3-15 042
IGHV3-30 IGLV 1-51 042
IGHV4-34 IGLV 1-51 0,42
IGHV3-21 IGLV 1-51 042
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"pos": representa la posicion de la clasificacion relativa de las parejas de VH/VL tal y como se determina
por el porcentaje (%) de cada pareja de VH/VL a partir de los datos agrupados totales. N = 2137 linfoci-
tos B

pos V pesada V ligera %
IGHV3-53 IGLV 1-44 0,42
15 IGHV4-59 IGKV3-15 0,37
IGHV4-34 IGKV3-15 0,37
IGHV5-51 IGKV4-1 0,37
IGHV1-69 IGKV4-1 0,37
IGHV1-69 IGKV3-11 0,37
IGHV3-7 IGKV3-15 0,37
IGHV1-18 IGKV1-39/1D-39 0,37
IGHV3-48 IGKV1-39/1D-39 0,37
IGHV3-33 IGKV3-15 0,37
IGHV3-53 IGKV1-5 0,37
IGHV4-59 IGLV 1-40 0,37
IGHV1-69 IGLV 2-14 0,37
IGHV1-69 IGLV 1-44 0,37
IGHV4-31 IGLV 2-14 0,37
IGHV1-2 IGLV 2-14 0,37
16 IGHV3-23 IGKV2-28/2D-28 0,33
IGHV3-30 IGKV1-9 0,33
IGHV4-34 IGKV4-1 0,33
IGHV5-51 IGKV1-39/1D-39 0,33
IGHV5-51 IGKV3-15 0,33
IGHV1-69 IGKV3-15 0,33
IGHV1-18 IGKV1-33/1D-33 0,33
IGHV3-48 IGKV3-11 0,33
IGHV3-21 IGKV1-39/1D-39 0,33
IGHV4-31 IGKV3-20 0,33
IGHV4-31 IGKV3-11 0,33
IGHV3-30 IGLV2-14 0,33
IGHV4-39 IGLV 1-44 0,33
IGHV1-69 IGLV 1-40 0,33
IGHV3-9 IGLV 2-23 0,33
17 IGHV3-23 IGKV1-33/1D-33 0,28
IGHV4-39 IGKV3-11 0,28
IGHV4-34 IGKV3-11 0,28
IGHV4-34 IGKV2-28/2D-28 0,28
IGHV5-51 IGKV3-11 0,28
IGHV5-51 IGKV1-13 0,28
IGHV3-7 IGKV3-20 0,28
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"pos": representa la posicion de la clasificacion relativa de las parejas de VH/VL tal y como se determina
por el porcentaje (%) de cada pareja de VH/VL a partir de los datos agrupados totales. N = 2137 linfoci-
tos B

pos V pesada V ligera %
IGHV3-48 IGKV3-15 0,28
IGHV3-48 IGKV4-1 0,28
IGHV3-48 IGKV1-33/1D-33 0,28
IGHV3-15 IGKV1-39/1D-39 0,28
IGHV3-15 IGKV1-5 0,28
IGHV1-2 IGKV1-39/1D-39 0,28
IGHV3-33 IGKV3-20 0,28
IGHV3-33 IGKV1-39/1D-39 0,28
IGHV3-33 IGKV4-1 0,28
IGHV3-53 IGKV3-15 0,28
IGHV3-11 IGKV1-5 0,28
IGHV4-4 IGKV3-20 0,28
IGHV1-46 IGKV3-20 0,28
IGHV3-23 IGLV 1-40 0,28
IGHV3-23 IGLV 3-21 0,28
IGHV4-39 IGLV 1-40 0,28
IGHV4-34 IGLV 1-40 0,28
IGHV4-34 IGLV 1-47 0,28
IGHV3-48 IGLV 2-14 0,28
IGHV3-48 IGLV 1-47 0,28
IGHV1-2 IGLV 1-40 0,28
IGHV3-9 IGLV 2-14 0,28
IGHV4-4 IGLV 1-44 0,28
18 IGHV3-23 IGKV1-17 0,23
IGHV4-39 IGKV4-1 0,23
IGHV4-39 IGKV2-28/2D-28 0,23
IGHV1-69 IGKV1-5 0,23
IGHV3-7 IGKV4-1 0,23
IGHV1-18 IGKV1-5 0,23
IGHV1-18 IGKV2-28/2D-28 0,23
IGHV3-21 IGKV3-20 0,23
IGHV3-33 IGKV1-5 0,23
IGHV3-53 IGKV1-39/1D-39 0,23
IGHV3-53 IGKV1-33/1D-33 0,23
IGHV3-11 IGKV1-39/1D-39 0,23
IGHV3-11 IGKV3-15 0,23
IGHV4-4 IGKV1-39/1D-39 0,23
IGHV1-46 IGKV1-39/1D-39 0,23
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"pos": representa la posicion de la clasificacion relativa de las parejas de VH/VL tal y como se determina
por el porcentaje (%) de cada pareja de VH/VL a partir de los datos agrupados totales. N = 2137 linfoci-
tos B

pos V pesada V ligera %
IGHV4-61 IGKV 4-1 0,23
IGHV3-23 IGLV 1-44 0,23
IGHV3-23 IGLV 2-11 0,23
IGHV3-23 IGLV 31 0,23
IGHV3-30 IGLV 1-40 0,23
IGHV4-39 IGLV 1-51 0,23
IGHV4-39 IGLV 2-23 0,23
IGHV4-59 IGLV 3-1 0,23
IGHV5-51 IGLV 1-44 0,23
IGHV1-69 IGLV 1-51 0,23
IGHV1-69 IGLV 2-11 0,23
IGHV1-18 IGLV 2-14 0,23
IGHV1-18 IGLV 1-40 0,23
IGHV3-21 IGLV 2-14 0,23
IGHV1-2 IGLV 1-44 0,23
19 IGHV3-23 IGKV1-27 0,19
IGHV3-23 IGKV1-8 0,19
IGHV3-30 IGKV2-28/2D-28 0,19
IGHV4-39 IGKV1-33/1D-33 0,19
IGHV4-39 IGKV1-27 0,19
IGHV4-59 IGKV3-11 0,19
IGHV5-51 IGKV1-5 0,19
IGHV5-51 IGKV2-28/2D-28 0,19
IGHV3-7 IGKV3-11 0,19
IGHV3-7 IGKV2-30 0,19
IGHV1-18 IGKV3-15 0,19
IGHV1-18 IGKV3-11 0,19
IGHV3-21 IGKV4-1 0,19
IGHV3-15 IGKV3-15 0,19
IGHV3-15 IGKV4-1 0,19
IGHV3-15 IGKV1-33/1D-33 0,19
IGHV4-31 IGKV1-39/1D-39 0,19
IGHV4-31 IGKV1-5 0,19
IGHV4-31 IGKV3-15 0,19
IGHV4-31 IGKV2-28/2D-28 0,19
IGHV3-33 IGKV2-28/2D-28 0,19
IGHV3-53 IGKV4-1 0,19
IGHV3-53 IGKV3-11 0,19

58



ES 2 696 548 T3

"pos": representa la posicion de la clasificacion relativa de las parejas de VH/VL tal y como se determina
por el porcentaje (%) de cada pareja de VH/VL a partir de los datos agrupados totales. N = 2137 linfoci-
tos B

pos V pesada V ligera %
IGHV3-74 IGKV3-20 0,19
IGHV4-4 IGKV1-5 0,19
IGHV1-46 IGKV1-9 0,19
IGHV1-8 IGKV3-15 0,19
IGHV1-24 IGKV3-11 0,19
IGHV1-3 IGKV1-39/1D-39 0,19
IGHV3-49 IGKV1-39/1D-39 0,19
IGHV3-23 IGLV 2-23 0,19
IGHV3-30 IGLV 1-44 0,19
IGHV4-59 IGLV 2-14 0,19
IGHV4-59 IGLV 1-44 0,19
IGHV4-59 IGLV 1-51 0,19
IGHV4-34 IGLV 2-8 0,19
IGHV5-51 IGLV 1-47 0,19
IGHV1-69 IGLV 2-8 0,19
IGHV3-7 IGLV 1-40 0,19
IGHV3-15 IGLV 1-44 0,19
IGHV4-31 IGLV 2-23 0,19
IGHV3-33 IGLV 2-14 0,19
IGHV3-33 IGLV 1-47 0,19
IGHV3-33 IGLV 2-23 0,19
IGHV3-33 IGLV 3-21 0,19
IGHV3-9 IGLV 1-44 0,19
IGHV4-4 IGLV 2-14 0,19
IGHV1-46 IGLV 1-51 0,19
IGHV4-61 IGLV 1-44 0,19
IGHV1-8 IGLV 2-14 0,19
IGHV4-28 IGLV 2-23 0,19
20 IGHV3-23 IGKV1-9 0,14
IGHV3-23 IGKV1-16 0,14
IGHV4-39 IGKV1-6 0,14
IGHV4-59 IGKV1-5 0,14
IGHV4-59 IGKV1-27 0,14
IGHV4-34 IGKV1-33/1D-33 0,14
IGHV5-51 IGKV1-33/1D-33 0,14
IGHV1-69 IGKV2-28/2D-28 0,14
IGHV1-69 IGKV1-33/1D-33 0,14
IGHV3-7 IGKV2-28/2D-28 0,14
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"pos": representa la posicion de la clasificacion relativa de las parejas de VH/VL tal y como se determina
por el porcentaje (%) de cada pareja de VH/VL a partir de los datos agrupados totales. N = 2137 linfoci-
tos B

pos V pesada V ligera %
IGHV3-7 IGKV1-8 0,14
IGHV3-48 IGKV2-28/2D-28 0,14
IGHV3-48 IGKV1-8 0,14
IGHV3-15 IGKV3-11 0,14
IGHV3-15 IGKV2-28/2D-28 0,14
IGHV3-15 IGKV1-9 0,14
IGHV4-31 IGKV1-33/1D-33 0,14
IGHV1-2 IGKV1-5 0,14
IGHV1-2 IGKV4-1 0,14
IGHV3-11 IGKV3-20 0,14
IGHV3-11 IGKV3-11 0,14
IGHV3-11 IGKV2-28/2D-28 0,14
IGHV3-9 IGKV1-39/1D-39 0,14
IGHV3-9 IGKV1-5 0,14
IGHV3-9 IGKV4-1 0,14
IGHV3-9 IGKV2D-29 0,14
IGHV3-74 IGKV1-39/1D-39 0,14
IGHV3-74 IGKV1-5 0,14
IGHV3-74 IGKV3-15 0,14
IGHV3-74 IGKV4-1 0,14
IGHV4-4 IGKV3-15 0,14
IGHV4-4 IGKV4-1 0,14
IGHV4-4 IGKV3-11 0,14
IGHV1-46 IGKV1-5 0,14
IGHV1-46 IGKV3-15 0,14
IGHV4-61 IGKV1-39/1D-39 0,14
IGHV1-24 IGKV1-39/1D-39 0,14
IGHV1-24 IGKV3-15 0,14
IGHV1-3 IGKV3-15 0,14
IGHV3-49 IGKV1-17 0,14
IGHV3-43 IGKV1-5 0,14
IGHV7-81 IGKV3-20 0,14
IGHV3-13 IGKV1-39/1D-39 0,14
IGHV3-23 IGLV 1-51 0,14
IGHV3-30 IGLV 3-21 0,14
IGHV3-30 IGLV 31 0,14
IGHV4-39 IGLV 1-47 0,14
IGHV4-39 IGLV 2-18 0,14
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"pos": representa la posicion de la clasificacion relativa de las parejas de VH/VL tal y como se determina
por el porcentaje (%) de cada pareja de VH/VL a partir de los datos agrupados totales. N = 2137 linfoci-
tos B

pos V pesada V ligera %
IGHV4-59 IGLV 1-47 0,14
IGHV5-51 IGLV 2-23 0,14
IGHV5-51 IGLV 3-21 0,14
IGHV1-69 IGLV 2-23 0,14
IGHV3-7 IGLV 1-44 0,14
IGHV3-7 IGLV 1-51 0,14
IGHV3-7 IGLV 1-47 0,14
IGHV3-7 IGLV 3-21 0,14
IGHV1-18 IGLV 1-44 0,14
IGHV1-18 IGLV 1-51 0,14
IGHV3-48 IGLV 31 0,14
IGHV3-21 IGLV 1-47 0,14
IGHV3-15 IGLV 7-46 0,14
IGHV4-31 IGLV 1-40 0,14
IGHV4-31 IGLV 1-51 0,14
IGHV4-31 IGLV 1-47 0,14
IGHV1-2 IGLV 1-51 0,14
IGHV1-2 IGLV 2-23 0,14
IGHV1-2 IGLV 31 0,14
IGHV3-11 IGLV 2-14 0,14
IGHV3-11 IGLV 1-44 0,14
IGHV3-11 IGLV 2-11 0,14
IGHV3-11 IGLV 31 0,14
IGHV3-9 IGLV 1-47 0,14
IGHV3-9 IGLV 2-11 0,14
IGHV3-74 IGLV 2-23 0,14
IGHV3-74 IGLV 3-21 0,14
IGHV4-4 IGLV 1-40 0,14
IGHV1-46 IGLV 2-14 0,14
IGHV1-46 IGLV 1-44 0,14
IGHV4-61 IGLV 2-14 0,14
21 IGHV3-23 IGKV2D-29 0,09
IGHV3-23 IGKV2-29 0,09
IGHV3-23 IGKV2-40/2D-40 0,09
IGHV3-30 IGKV1-33/1D-33 0,09
IGHV3-30 IGKV2-30 0,09
IGHV3-30 IGKV1-8 0,09
IGHV3-30 IGKV1-6 0,09
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"pos": representa la posicion de la clasificacion relativa de las parejas de VH/VL tal y como se determina
por el porcentaje (%) de cada pareja de VH/VL a partir de los datos agrupados totales. N = 2137 linfoci-
tos B

pos V pesada V ligera %
IGHV3-30 IGKV2-24 0,09
IGHV3-30 IGKV1 D-8 0,09
IGHV4-39 IGKV2-30 0,09
IGHV4-59 IGKV1-33/1D-33 0,09
IGHV4-59 IGKV1-12 0,09
IGHV4-34 IGKV1-9 0,09
IGHV4-34 IGKV1-17 0,09
IGHV4-34 IGKV1-16 0,09
IGHV5-51 IGKV2-30 0,09
IGHV1-69 IGKV1-27 0,09
IGHV1-69 IGKV1-8 0,09
IGHV1-69 IGKV3D-15 0,09
IGHV3-7 IGKV1-9 0,09
IGHV3-7 IGKV1-17 0,09
IGHV3-7 IGKV1-27 0,09
IGHV3-7 IGKV1-13 0,09
IGHV1-18 IGKV4-1 0,09
IGHV1-18 IGKV2-30 0,09
IGHV3-48 IGKV1-9 0,09
IGHV3-48 IGKV1-17 0,09
IGHV3-48 IGKV1-16 0,09
IGHV3-21 IGKV3-11 0,09
IGHV3-21 IGKV2-28/2D-28 0,09
IGHV3-21 IGKV1-27 0,09
IGHV3-21 IGKV1-8 0,09
IGHV3-21 IGKV1-6 0,09
IGHV4-31 IGKV4-1 0,09
IGHV4-31 IGKV1-17 0,09
IGHV4-31 IGKV1-27 0,09
IGHV1-2 IGKV3-15 0,09
IGHV1-2 IGKV2-28/2D-28 0,09
IGHV1-2 IGKV1-27 0,09
IGHV3-33 IGKV3-11 0,09
IGHV3-33 IGKV1-33/1D-33 0,09
IGHV3-33 IGKV1-9 0,09
IGHV3-53 IGKV3-20 0,09
IGHV3-53 IGKV1-27 0,09
IGHV3-53 IGKV1-8 0,09
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"pos": representa la posicion de la clasificacion relativa de las parejas de VH/VL tal y como se determina
por el porcentaje (%) de cada pareja de VH/VL a partir de los datos agrupados totales. N = 2137 linfoci-
tos B

pos V pesada V ligera %
IGHV3-11 IGKV4-1 0,09
IGHV3-11 IGKV1-6 0,09
IGHV3-9 IGKV3-15 0,09
IGHV3-9 IGKV3-11 0,09
IGHV3-9 IGKV1-16 0,09
IGHV3-74 IGKV3-11 0,09
IGHV3-74 IGKV2-30 0,09
IGHV4-4 IGKV2-28/2D-28 0,09
IGHV4-4 IGKV2D-29 0,09
IGHV1-46 IGKV3-11 0,09
IGHV1-46 IGKV1-27 0,09
IGHV1-46 IGKV1-16 0,09
IGHV4-61 IGKV3-15 0,09
IGHV1-8 IGKV3-20 0,09
IGHV1-8 IGKV4-1 0,09
IGHV1-24 IGKV2-28/2D-28 0,09
IGHV1-24 IGKV2-30 0,09
IGHV1-3 IGKV3-20 0,09
IGHV3-49 IGKV3-20 0,09
IGHV3-49 IGKV1-5 0,09
IGHV3-43 IGKV3-11 0,09
IGHV3-64 IGKV1-5 0,09
IGHV3-64 IGKV3-11 0,09
IGHV7-81 IGKV1-39/1D-39 0,09
IGHV3-13 IGKV4-1 0,09
IGHV3-72 IGKV1-5 0,09
IGHV3-72 IGKV3-15 0,09
IGHV1-58 IGKV3-20 0,09
IGHV3-66 IGKV1-39/1D-39 0,09
IGHV3-23 IGLV 1-36 0,09
IGHV3-30 IGLV 2-23 0,09
IGHV3-30 IGLV 2-11 0,09
IGHV3-30 IGLV 9-49 0,09
IGHV3-30 IGLV 3-10 0,09
IGHV4-39 IGLV 31 0,09
IGHV4-39 IGLV 6-57 0,09
IGHV4-59 IGLV 2-23 0,09
IGHV4-59 IGLV 3-21 0,09
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"pos": representa la posicion de la clasificacion relativa de las parejas de VH/VL tal y como se determina
por el porcentaje (%) de cada pareja de VH/VL a partir de los datos agrupados totales. N = 2137 linfoci-
tos B

pos V pesada V ligera %
IGHV4-59 IGLV 2-11 0,09
IGHV4-34 IGLV 1-44 0,09
IGHV4-34 IGLV 2-23 0,09
IGHV4-34 IGLV 3-21 0,09
IGHV4-34 IGLV 3-25 0,09
IGHV5-51 IGLV 1-36 0,09
IGHV5-51 IGLV 3-25 0,09
IGHV1-69 IGLV 1-47 0,09
IGHV1-69 IGLV 3-21 0,09
IGHV1-69 IGLV 31 0,09
IGHV3-7 IGLV 2-14 0,09
IGHV1-18 IGLV 2-8 0,09
IGHV1-18 IGLV 6-57 0,09
IGHV3-48 IGLV 2-11 0,09
IGHV3-21 IGLV 1-40 0,09
IGHV3-21 IGLV 1-44 0,09
IGHV3-21 IGLV 3-21 0,09
IGHV3-21 IGLV 2-11 0,09
IGHV3-21 IGLV 4-69 0,09
IGHV3-15 IGLV 1-40 0,09
IGHV3-15 IGLV 1-51 0,09
IGHV3-15 IGLV 31 0,09
IGHV3-15 IGLV 2-8 0,09
IGHV3-15 IGLV 7-43 0,09
IGHV4-31 IGLV 3-21 0,09
IGHV1-2 IGLV 2-8 0,09
IGHV1-2 IGLV 7-46 0,09
IGHV3-33 IGLV 6-57 0,09
IGHV3-53 IGLV 2-14 0,09
IGHV3-11 IGLV 2-23 0,09
IGHV3-11 IGLV 3-21 0,09
IGHV3-11 IGLV 4-69 0,09
IGHV3-9 IGLV 3-21 0,09
IGHV3-9 IGLV 2-8 0,09
IGHV3-74 IGLV 2-14 0,09
IGHV4-4 IGLV 1-51 0,09
IGHV4-4 IGLV 2-23 0,09
IGHV4-4 IGLV 2-8 0,09
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"pos": representa la posicion de la clasificacion relativa de las parejas de VH/VL tal y como se determina
por el porcentaje (%) de cada pareja de VH/VL a partir de los datos agrupados totales. N = 2137 linfoci-
tos B

pos V pesada V ligera %
IGHV1-46 IGLV 2-11 0,09
IGHV4-61 IGLV 2-11 0,09
IGHV1-8 IGLV 1-47 0,09
IGHV1-24 IGLV 2-23 0,09
IGHV1-3 IGLV 2-14 0,09
IGHV1-3 IGLV 2-23 0,09
IGHV1-3 IGLV 3-1 0,09
IGHV3-49 IGLV 3-21 0,09
IGHV4-28 IGLV 1-44 0,09
IGHV4-28 IGLV 1-51 0,09
IGHV4-28 IGLV 1-36 0,09
IGHV3-43 IGLV 1-51 0,09
IGHV3-64 IGLV 3-21 0,09
IGHV7-81 IGLV 2-14 0,09
IGHV7-81 IGLV 3-21 0,09
22 IGHV3-23 IGKV2-30 0,05
IGHV3-23 IGKV1-12 0,05
IGHV3-23 IGKV3D-20 0,05
IGHV3-23 IGKV1D-12 0,05
IGHV3-23 IGKV1D-13 0,05
IGHV3-30 IGKV1-17 0,05
IGHV3-30 IGKV1-27 0,05
IGHV3-30 IGKV1-16 0,05
IGHV3-30 IGKV2D-29 0,05
IGHV3-30 IGKV1-13 0,05
IGHV3-30 IGKV5-2 0,05
IGHV3-30 IGKV2D-30 0,05
IGHV4-39 IGKV1-17 0,05
IGHV4-39 IGKV3D-15 0,05
IGHV4-59 IGKV2-30 0,05
IGHV4-59 IGKV1-17 0,05
IGHV4-59 IGKV1-8 0,05
IGHV4-59 IGKV1-16 0,05
IGHV4-59 IGKV1D-43 0,05
IGHV4-59 IGKV2D-30 0,05
IGHV4-59 IGKV1D-17 0,05
IGHV4-34 IGKV1-27 0,05
IGHV4-34 IGKV1-8 0,05
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"pos": representa la posicion de la clasificacion relativa de las parejas de VH/VL tal y como se determina
por el porcentaje (%) de cada pareja de VH/VL a partir de los datos agrupados totales. N = 2137 linfoci-
tos B

pos V pesada V ligera %
IGHV4-34 IGKV1-12 0,05
IGHV5-51 IGKV1-9 0,05
IGHV5-51 IGKV1-17 0,05
IGHV5-51 IGKV1-27 0,05
IGHV5-51 IGKV1-12 0,05
IGHV1-69 IGKV2-30 0,05
IGHV1-69 IGKV1-16 0,05
IGHV1-69 IGKV1-6 0,05
IGHV1-69 IGKV2D-29 0,05
IGHV1-69 IGKV2D-30 0,05
IGHV1-69 IGKV1D-16 0,05
IGHV3-7 IGKV1-6 0,05
IGHV3-7 IGKV1D-8 0,05
IGHV3-7 IGKV1D-17 0,05
IGHV1-18 IGKV1-17 0,05
IGHV1-18 IGKV1-8 0,05
IGHV1-18 IGKV1-16 0,05
IGHV1-18 IGKV1-12 0,05
IGHV1-18 IGKV1-13 0,05
IGHV1-18 IGKV2-40/2D-40 0,05
IGHV3-48 IGKV1-5 0,05
IGHV3-48 IGKV1-27 0,05
IGHV3-48 IGKV1-6 0,05
IGHV3-48 IGKV2D-29 0,05
IGHV3-48 IGKV3D-20 0,05
IGHV3-48 IGKV1D-12 0,05
IGHV3-21 IGKV2D-29 0,05
IGHV3-15 IGKV2-30 0,05
IGHV3-15 IGKV1-27 0,05
IGHV3-15 IGKV2D-29 0,05
IGHV3-15 IGKV1-13 0,05
IGHV3-15 IGKV1D-43 0,05
IGHV4-31 IGKV1-6 0,05
IGHV4-31 IGKV2-29 0,05
IGHV4-31 IGKV2-40/2D-40 0,05
IGHV1-2 IGKV1-33/1D-33 0,05
IGHV1-2 IGKV2-30 0,05
IGHV1-2 IGKV1-8 0,05
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"pos": representa la posicion de la clasificacion relativa de las parejas de VH/VL tal y como se determina
por el porcentaje (%) de cada pareja de VH/VL a partir de los datos agrupados totales. N = 2137 linfoci-
tos B

pos V pesada V ligera %
IGHV1-2 IGKV1-6 0,05
IGHV3-33 IGKV1-17 0,05
IGHV3-33 IGKV1-8 0,05
IGHV3-33 IGKV1-16 0,05
IGHV3-33 IGKV2-24 0,05
IGHV3-53 IGKV2-28/2D-28 0,05
IGHV3-53 IGKV1-9 0,05
IGHV3-53 IGKV1-17 0,05
IGHV3-53 IGKV1-12 0,05
IGHV3-53 IGKV2-29 0,05
IGHV3-53 IGKV1D-16 0,05
IGHV3-11 IGKV1-33/1D-33 0,05
IGHV3-11 IGKV1-9 0,05
IGHV3-11 IGKV1-17 0,05
IGHV3-11 IGKV1-12 0,05
IGHV3-11 IGKV1D-8 0,05
IGHV3-9 IGKV3-20 0,05
IGHV3-9 IGKV2-28/2D-28 0,05
IGHV3-9 IGKV1-17 0,05
IGHV3-9 IGKV1-27 0,05
IGHV3-9 IGKV1-8 0,05
IGHV3-9 IGKV1-12 0,05
IGHV3-9 IGKV1D-8 0,05
IGHV4-4 IGKV1-17 0,05
IGHV4-4 IGKV1-27 0,05
IGHV4-4 IGKV1-6 0,05
IGHV4-4 IGKV1D-8 0,05
IGHV1-46 IGKV4-1 0,05
IGHV1-46 IGKV1-33/1D-33 0,05
IGHV1-46 IGKV1-8 0,05
IGHV4-61 IGKV3-11 0,05
IGHV4-61 IGKV2-28/2D-28 0,05
IGHV4-61 IGKV1-16 0,05
IGHV4-61 IGKV1-12 0,05
IGHV4-61 IGKV1-13 0,05
IGHV1-8 IGKV1-39/1D-39 0,05
IGHV1-8 IGKV1-5 0,05
IGHV1-8 IGKV3-11 0,05

67



ES 2 696 548 T3

"pos": representa la posicion de la clasificacion relativa de las parejas de VH/VL tal y como se determina
por el porcentaje (%) de cada pareja de VH/VL a partir de los datos agrupados totales. N = 2137 linfoci-
tos B

| pos | V pesada | V ligera | %

| IGHV1-8 IGKV2-28/2D-28 | 0,05
| IGHV1-8 IGKV1-33/1D-33 | 0,05
| IGHV1-8 IGKV1-9 | 0,05
| IGHV1-8 IGKV2-29 | 0,05
| IGHV1-24 IGKV3-20 | 0,05
| IGHV1-24 IGKV4-1 | 0,05
| IGHV1-24 IGKV1-33/1D-33 | 0,05
| IGHV1-24 IGKV2-24 | 0,05
| IGHV1-24 |IGKV2-40/2D-40 | 0,05
| IGHV1-3 IGKV1-5 | 0,05
| IGHV1-3 IGKV1-33/1D-33 | 0,05
| IGHV1-3 IGKV2-30 | 0,05
| IGHV1-3 IGKV1-6 | 0,05
| IGHV1-3 IGKV2D-29 | 0,05
| IGHV3-49 IGKV3-15 | 0,05
| IGHV3-49 IGKV3-11 | 0,05
| IGHV3-49 IGKV2-28/2D-28 | 0,05
| IGHV4-28 IGKV3-20 | 0,05
| IGHV4-28 IGKV1-39/1D-39 | 0,05
| IGHV3-43 IGKV3-15 | 0,05
| IGHV3-43 IGKV4-1 | 0,05
| IGHV3-43 IGKV2-28/2D-28 | 0,05
| IGHV3-43 IGKV1-33/1D-33 | 0,05
| IGHV3-64 IGKV3-15 | 0,05
| IGHV3-64 IGKV1-9 | 0,05
| IGHV3-64 IGKV2D-29 | 0,05
| IGHV7-81 IGKV1-5 | 0,05
| IGHV7-81 IGKV4-1 | 0,05
| IGHV7-81 IGKV2-28/2D-28 | 0,05
| IGHV3-13 IGKV1-5 | 0,05
| IGHV3-13 IGKV1-33/1D-33 | 0,05
| IGHV3-13 IGKV1-9 | 0,05
| IGHV3-13 IGKV2-30 | 0,05
| IGHV3-72 IGKV3-20 | 0,05
| IGHV3-72 IGKV1-9 | 0,05
| IGHV3-72 IGKV1-17 | 0,05
| IGHV3-72 IGKV1-16 | 0,05
| IGHV3-73 IGKV2-28/2D-28 | 0,05
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"pos": representa la posicion de la clasificacion relativa de las parejas de VH/VL tal y como se determina
por el porcentaje (%) de cada pareja de VH/VL a partir de los datos agrupados totales. N = 2137 linfoci-
tos B

pos V pesada V ligera %
IGHV3-73 IGKV1-9 0,05
IGHV1-58 IGKV1-5 0,05
IGHV1-58 IGKV4-1 0,05
IGHV1-58 IGKV3-11 0,05
IGHV4-30.2 IGKV1-39/1D-39 0,05
IGHV4-30.2 IGKV4-1 0,05
IGHV7-4.1 IGKV1-39/1D-39 0,05
IGHV7-4.1 IGKV1-5 0,05
IGHV3-20 IGKV1-39/1D-39 0,05
IGHV3-23 IGLV1-47 0,05
IGHV3-23 IGLV 2-8 0,05
IGHV3-23 IGLV 7-43 0,05
IGHV3-23 IGLV 2-18 0,05
IGHV3-23 IGLV 3-19 0,05
IGHV3-30 IGLV 1-47 0,05
IGHV3-30 IGLV 2-8 0,05
IGHV3-30 IGLV 6-57 0,05
IGHV3-30 IGLV 3-27 0,05
IGHV4-39 IGLV 7-46 0,05
IGHV4-39 IGLV 3-9 0,05
IGHV4-59 IGLV 2-8 0,05
IGHV4-59 IGLV 6-57 0,05
IGHV4-59 IGLV 3-12 0,05
IGHV4-34 IGLV 2-11 0,05
IGHV4-34 IGLV 1-36 0,05
IGHV4-34 IGLV 7-43 0,05
IGHV4-34 IGLV 9-49 0,05
IGHV5-51 IGLV 7-43 0,05
IGHV1-69 IGLV 6-57 0,05
IGHV1-69 IGLV 3-25 0,05
IGHV1-69 IGLV 3-10 0,05
IGHV3-7 IGLV 2-23 0,05
IGHV3-7 IGLV 31 0,05
IGHV3-7 IGLV 2-8 0,05
IGHV3-7 IGLV 7-46 0,05
IGHV3-7 IGLV 3-27 0,05
IGHV1-18 IGLV 2-23 0,05
IGHV1-18 IGLV 2-11 0,05
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"pos": representa la posicion de la clasificacion relativa de las parejas de VH/VL tal y como se determina
por el porcentaje (%) de cada pareja de VH/VL a partir de los datos agrupados totales. N = 2137 linfoci-
tos B

pos V pesada V ligera %
IGHV1-18 IGLV 1-36 0,05
IGHV1-18 IGLV 3-25 0,05
IGHV1-18 IGLV 3-10 0,05
IGHV3-48 IGLV 1-40 0,05
IGHV3-48 IGLV 1-44 0,05
IGHV3-48 IGLV 1-51 0,05
IGHV3-48 IGLV 2-23 0,05
IGHV3-48 IGLV 3-21 0,05
IGHV3-48 IGLV 3-25 0,05
IGHV3-48 IGLV 7-46 0,05
IGHV3-48 IGLV 9-49 0,05
IGHV3-21 IGLV 2-23 0,05
IGHV3-21 IGLV 31 0,05
IGHV3-21 IGLV 2-8 0,05
IGHV3-21 IGLV 6-57 0,05
IGHV3-21 IGLV 3-25 0,05
IGHV3-21 IGLV 7-46 0,05
IGHV3-15 IGLV 2-14 0,05
IGHV3-15 IGLV 1-47 0,05
IGHV3-15 IGLV 2-23 0,05
IGHV3-15 IGLV 3-21 0,05
IGHV3-15 IGLV 6-57 0,05
IGHV3-15 IGLV 3-25 0,05
IGHV3-15 IGLV 2-18 0,05
IGHV3-15 IGLV 3-22 0,05
IGHV4-31 IGLV 1-44 0,05
IGHV4-31 IGLV 2-11 0,05
IGHV4-31 IGLV 31 0,05
IGHV4-31 IGLV 4-69 0,05
IGHV4-31 IGLV 7-43 0,05
IGHV1-2 IGLV 3-21 0,05
IGHV1-2 IGLV 2-11 0,05
IGHV1-2 IGLV 3-27 0,05
IGHV3-33 IGLV 1-40 0,05
IGHV3-33 IGLV 1-44 0,05
IGHV3-33 IGLV 1-51 0,05
IGHV3-33 IGLV 2-11 0,05
IGHV3-33 IGLV 31 0,05
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"pos": representa la posicion de la clasificacion relativa de las parejas de VH/VL tal y como se determina
por el porcentaje (%) de cada pareja de VH/VL a partir de los datos agrupados totales. N = 2137 linfoci-
tos B

pos V pesada V ligera %
IGHV3-33 IGLV 4-69 0,05
IGHV3-33 IGLV 3-27 0,05
IGHV3-33 IGLV 9-49 0,05
IGHV3-33 IGLV 3-9 0,05
IGHV3-53 IGLV 1-51 0,05
IGHV3-53 IGLV 1-47 0,05
IGHV3-53 IGLV 2-23 0,05
IGHV3-53 IGLV 2-11 0,05
IGHV3-53 IGLV 31 0,05
IGHV3-53 IGLV 2-8 0,05
IGHV3-53 IGLV 7-46 0,05
IGHV3-11 IGLV 1-40 0,05
IGHV3-11 IGLV 1-51 0,05
IGHV3-11 IGLV 1-47 0,05
IGHV3-11 IGLV 2-8 0,05
IGHV3-11 IGLV 3-25 0,05
IGHV3-11 IGLV 7-46 0,05
IGHV3-11 IGLV 9-49 0,05
IGHV3-11 IGLV 8-61 0,05
IGHV3-9 IGLV 1-40 0,05
IGHV3-9 IGLV 1-51 0,05
IGHV3-9 IGLV 4-69 0,05
IGHV3-9 IGLV 4-60 0,05
IGHV3-74 IGLV 1-47 0,05
IGHV3-74 IGLV 2-11 0,05
IGHV3-74 IGLV 31 0,05
IGHV3-74 IGLV 2-8 0,05
IGHV3-74 IGLV 7-43 0,05
IGHV3-74 IGLV 7-46 0,05
IGHV4-4 IGLV 2-11 0,05
IGHV4-4 IGLV 31 0,05
IGHV4-4 IGLV 3-25 0,05
IGHV4-4 IGLV 9-49 0,05
IGHV1-46 IGLV 1-40 0,05
IGHV1-46 IGLV 1-47 0,05
IGHV1-46 IGLV 2-23 0,05
IGHV1-46 IGLV 3-21 0,05
IGHV1-46 IGLV 6-57 0,05
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"pos": representa la posicion de la clasificacion relativa de las parejas de VH/VL tal y como se determina
por el porcentaje (%) de cada pareja de VH/VL a partir de los datos agrupados totales. N = 2137 linfoci-
tos B

| pos | V pesada | V ligera | %

| IGHV4-61 IGLV 223 | 0,05
| IGHV4-61 IGLV 3-21 | 0,05
| IGHV4-61 IGLV 3-1 | 0,05
| IGHV4-61 IGLV 7-43 | 0,05
| IGHV1-8 IGLV 1-51 | 0,05
| IGHV1-8 IGLV 2-11 | 0,05
| IGHV1-8 IGLV 2-8 | 0,05
| IGHV1-8 IGLV 9-49 | 0,05
| IGHV1-24 IGLV 2-14 | 0,05
| IGHV1-24 IGLV 1-40 | 0,05
| IGHV1-24 IGLV 1-44 | 0,05
| IGHV1-24 IGLV 3-21 | 0,05
| IGHV1-24 IGLV 2-11 | 0,05
| IGHV1-3 IGLV 1-40 | 0,05
| IGHV3-49 IGLV 2-14 | 0,05
| IGHV3-49 IGLV 1-40 | 0,05
| IGHV3-49 IGLV 223 | 0,05
| IGHV3-49 IGLV 2-8 | 0,05
| IGHV4-28 IGLV 2-14 | 0,05
| IGHV3-43 IGLV 2-14 | 0,05
| IGHV3-43 IGLV 2-11 | 0,05
| IGHV3-43 IGLV 3-1 | 0,05
| IGHV3-43 IGLV 1-36 | 0,05
| IGHV3-43 IGLV 9-49 | 0,05
| IGHV3-64 IGLV 2-14 | 0,05
| IGHV3-64 IGLV 7-43 | 0,05
| IGHV7-81 IGLV 1-40 | 0,05
| IGHV3-13 IGLV 1-40 | 0,05
| IGHV3-13 IGLV 1-47 | 0,05
| IGHV3-72 IGLV 1-51 | 0,05
| IGHV3-72 IGLV 4-69 | 0,05
| IGHV3-73 IGLV 1-40 | 0,05
| IGHV3-73 IGLV 1-51 | 0,05
| IGHV3-73 IGLV 1-47 | 0,05
| IGHV3-73 IGLV 2-11 | 0,05
| IGHV3-73 IGLV 6-57 | 0,05
| IGHV1-58 IGLV 2-14 | 0,05
| IGHV3-66 IGLV 1-44 | 0,05
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"pos": representa la posicion de la clasificacion relativa de las parejas de VH/VL tal y como se determina
por el porcentaje (%) de cada pareja de VH/VL a partir de los datos agrupados totales. N = 2137 linfoci-

tos B
pos V pesada V ligera %
IGHV3-66 IGLV 1-47 0,05
IGHV3-66 IGLV 3-25 0,05
IGHV4-30.2 IGLV 3-21 0,05
IGHV7-4.1 IGLV 1-51 0,05
IGHV3-20 IGLV 2-14 0,05

Ejemplo 5: Generacién de genes de la linea germinal para el andlisis funcional

Como etapa siguiente, los genes de la linea germinal VH, VA y Vk seleccionados para la combinacion y la posterior
prueba, como se muestran en la Tabla 5, fueron enviados a Geneart (Regensburg, Alemania) para la optimizacion
de codones respecto a la expresion en E. coli (neutro para la expresion en mamifero sin codones humanos raros), la
optimizacion de genes para eliminar motivos de corte y empalme e inhibidores potenciales y la sintesis.

Las secuencias de proteinas de la linea germinal de cada uno de los genes de la linea germinal VH, VA y Vk se
muestran en las Figs. 6-8. Cada secuencia de genes de la linea germinal se sintetizé del modo siguiente:

a) para VH: secuencia lider (secuencia sefial phoA modificada que incorpora un sitio de restriccion Nhel como
se muestra en la Tabla 1); FR1, CDR1, FR2, CDR2 y FR3 de la linea germinal (que incorporan un sitio de res-
triccion BssHIl (GCGCGC) como se muestra en la Fig. 1); CDR-H3 (WGGDGFYAMDY) (SEQ ID NO: 1) del an-
ticuerpo 4D5 como se emplea en Ewert S. et al., J. Mol. Biol. (2003) 325, 531-553; y JH4 FR4 (que incorpora
un sitio de restriccion Xhol (CTCGAG) como se muestra en la Fig. 1);

b) para Vk: secuencia lider (secuencia sefial ompA modificada que incorpora el sitio de restriccion Ndel como
se muestra en la Tabla 2); FR1, CDR1, FR2, CDR2 y FR3 de la linea germinal (que incorporan un sitio de res-
triccion Bbsl (GAAGAC) como se muestra en la Fig. 1), CDR-L3 similar a kappa (QQHYTTPPT) (SEQ ID NO: 2)
de acuerdo con Ewert S. et al., J. Mol. Biol. (2003) 325, 531-553; y Jk1 FR4 (que incorpora un sitio de restric-
cion Kpnl (GGTACC) como se muestra en la Fig. 1);

c) para VA: secuencia lider (secuencia sefial ompA modificada que incorpora el sitio de restriccion Ndel como
se muestra en la Tabla 2); FR1, CDR1, FR2, CDR2 y FR3 de la linea germinal (que incorporan un sitio de res-
triccion Bbsl (GAAGAC) como se muestra en la Fig. 1), CDR-L3 similar a lambda (QSYDSSLSGVV) (SEQ ID
NO: 3) de acuerdo con Ewert S. et al., J. Mol. Biol. (2003) 325, 531-553; y la JI12/3 FR4 (que incorpora un sitio
de restriccion Kpnl/Acc651 (GGTACC) como se muestra en la Fig. 1).

Ejemplo 6: Prueba funcional de parejas de proteinas de la linea germinal representativas del repertorio inmune
humano

Las 400 parejas de proteinas de la linea germinal se insertaron entonces en vectores de presentacion en fagos,
vectores de expresion en E. coli y mamifero en formato Fab o IgG1 humana y después se sometieron a ensayo las
propiedades siguientes: a) presentacion relativa después de la produccion en fagos y ELISA para fagos en el forma-
to Fab, b) rendimiento de la expresion relativa de Fab después de la produccion en Fab en E. coli, lisis celular de E.
coli y deteccion con ELISA del Fab producido; c) estabilidad frente a la temperatura de Fab después de la produc-
cion de Fab en E. coli, lisis celular e E. coli y deteccion con ELISA de Fab no desnaturalizado después de una incu-
bacion a temperaturas elevadas; d) estabilidad en suero bovino/ratén de Fab procedente de lisados de E. coli me-
diante deteccion con ELISA de Fab no desnaturalizado después de una incubacién en suero bovino/raton; e) rendi-
miento de la expresion relativa de IgG1 humana después de la produccion de IgG1 en células de mamifero y detec-
cion con ELISA de IgG1 secretada procedente de material sobrenadante de un cultivo de células; y f) estabilidad en
suero bovino de IgG1 humana mediante deteccion con ELISA de IgG no desnaturalizada después de una incubacion
en suero bovino/raton.

Ejemplo 6.1: Generacién de una agrupacion de Fab presentada en fagos para una caracterizacion funcional

El anticuerpo o los fragmentos de anticuerpo sintetizados en el Ejemplo 5, que se muestran en la Tabla 5, se clona-
ron en el vector de presentacion de Fab ftricistronico, pJPd1 (Fig. 9) para la prueba funcional. Las agrupaciones de
Fab se generaron de modo que contenian combinaciones de cada uno de los genes maestros, las 20 VH, combina-
das con las 8 VA y 12 VK, produciendo las 400 combinaciones mostradas en la Tabla 6.

Los fagos que comprendian las parejas de genes anteriores se produjeron a pequefia escala utilizando placas de 96
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pocillos. Se generd una placa maestra llenando cada uno de los pocillos con medio 2xYT/CAM/TET/Gluc e inoculan-
do con clones procedentes de las 400 combinaciones de VH/VL, en donde pMORPH30_ Vk3-11_AQA/VH3-23 TKA
o0 pMORPH30_Vk3-11_AYA/VH3-23_VLA (pPMORPH30 se muestra en la Fig. 12) se utilizaron como control. Las
placas se incubaron durante una noche a 37°C con agitacion. Las placas maestras se almacenaron con una concen-
tracion final de 15% de glicerol, y se congelaron a -80°C.

Se produjeron placas adicionales de 96 pocillos para la produccion de fagos usando 2xYT/CAM/TET/Gluc como
medio y se inocularon con clones de las placas maestras descritas anteriormente. Las placas se incubaron a 37°C
durante ~2-4 h mientras se agitaban a 400 rpm, hasta que se alcanzé una DO600nm de ~0,5.

Las placas se infectaron con 5 pl de fago auxiliar por pocillo (Hyperphage; PROGEN; 1 x 1012 pfu/ml). Las placas se
incubaron a 37°C durante 45 min sin agitacion y después durante 60 min con agitacion a 400 rpm. Las bacterias se
centrifugaron a 2200 g durante 5 min a 4°C.

El material sobrenadante que contenia el fago auxiliar se retird y los sedimentos de E. coli infectadas se resuspen-
dieron con 2xYT/Cam/TET/Kan/IPTG sin glucosa. Los sedimentos resuspendidos se transfirieron a una nueva placa
de 96 pocillos profundos llenados previamente con 2xYT/Cm/TET/Kan/IPTG. Las placas se incubaron durante una
noche a 22°C, con agitacion. El material sobrenadante que contenia los fagos se recogié mediante centrifugacion y
se retiraron las células de E. coli y los desechos celulares.

Ejemplo 6.2: Evaluacion de la clasificacion de la presentacion en fagos de Fab usando ELISA

El material sobrenadante de fagos preparado como se ha descrito en el Ejemplo 6.1, se utilizé para clasificar la pre-
sentacion en fagos de Fab en ensayos de ELISA de fagos. La presentacion de los fragmentos Fab se evalu6 en un
ELISA con fagos utilizando dos anticuerpos de captura diferentes:

(1) El anticuerpo anti-M13 (Amersham #27-9420-01) se utilizé para la captura de particulas de fago a través de
la proteina de recubrimiento principal g8p; por lo tanto, se pudo determinar el titulo de fagos.

(2) Se utilizé un anticuerpo anti-Fd (The Binding Site #PC075), que se une al Fab presentado; por tanto, solo se
capturan Fabs que se presentan en fagos que comprenden los genes maestros.

Los anticuerpos de captura respectivos se inmovilizaron sobre placas negras de 96 pocillos Maxisorp® dispensando
100 pl de solucién de anticuerpo a una concentracion de 7,5 ug/ml para el anticuerpo anti-M13 y una concentracion
de 1,0 pg/ml para el anticuerpo anti-Fd en distintos pocillos, sellando la placa con papel de aluminio laminado e
incubando durante una noche a 4°C. Al dia siguiente, las placas se lavaron dos veces con TBST, y cada pocillo se
bloqued con 300 pl de CTBST durante 1 h a temperatura ambiente.

Tanto el material sobrenadante de fagos como las muestras de referencia se transfirieron para la deteccion de la
siguiente manera. Las placas de ELISA bloqueadas se lavaron dos veces con TBST. Se transfirieron 100 pl de mate-
rial sobrenadante de fagos diluido adecuadamente en CTBST desde las placas de dilucién a las placas de ELISA
recubiertas, se incubaron durante 1 - 2 h a temperatura ambiente, y se lavaron 5x con TBST. Se afiadieron 100
pl/pocillo de conjugado de anti-M13 y peroxidasa (Amersham) diluido 1:5000 en CTBST, y se incubaron durante 1 - 2
h a temperatura ambiente. La solucion de trabajo Quanta Blu (Pierce) se preparé mezclando 1 parte (por ejemplo,
0,5 ml) de solucion de perdxido con 9 partes (por ejemplo, 4,5 ml) de solucion de sustrato y equilibrando a tempera-
tura ambiente durante al menos 30 min. Las placas de ELISA se lavaron 5x con TBST, se afiadieron 100 ul/pocillo
de solucion de trabajo QuantaBlu. La fluorescencia se midio después de un tiempo de incubacién de ~2 min (excita-
cion: 320 nm, emisién: 430 nm) y posteriormente a intervalos de 5 min.

La evaluacion de los datos del ELISA se completd del modo siguiente: se crearon curvas de calibraciéon mediante el
uso de una preparacion de fagos de referencia HUCAL GOLD (VH3 kappa + lambda) y se calcularon los titulos del
material sobrenadante de los fagos y los controles. Para cada muestra, el titulo de anti-Fd se dividié por el titulo de
anti-M13 (anti-pVIIl), la relacién resultante es la tasa de presentacion relativa. La Tabla 12 muestra las tasas de
presentacion relativa para la mayoria de las 400 parejas de proteinas de la linea germinal.

Ejemplo 6.3: Escrutinio con ELISA de 400 combinaciones de VH/VL para determinar el rendimiento de la expresion
de Fab en lisados de E. coli

Las placas maestras (MP) se inocularon eligiendo clones transformados con agrupaciones de combinaciones de
VH/VL en el vector de expresion de Fab, pJPx1 (que se muestra en la Fig. 10) en medio 2YT/Cam/1% de Gluc. por
pocillo. Estas placas se incubaron a 37°C durante una noche con agitacion. Las placas de expresion (EP) se inocula-
ron con 2,5 yl de los cultivos procedentes de MPs en 2YT/Cam/0,1% de glucosa por pocillo. Los controles (véase la
Tabla 8) se inocularon a partir de reservas de glicerol. Estas placas se incubaron durante 6 horas a 37°C y se agita-
ron, a continuacion, la expresion de Fab fue inducida por la adicion de IPTG y se incubaron a 22°C durante una
noche con agitacion. Los lisados celulares de E. coli se produjeron mediante la adicion de acido bori-
co/EDTA/tampdn de lisozima a las EPs (1 h de incubacién a 22°C, agitacion), y los lisados bacterianos se bloquea-
ron posteriormente con 12,5% de MPBST, agitando al menos durante 30 min a temperatura ambiente. Los lisados
de E. coli procedentes de las placas de expresion se diluyeron de forma adecuada en 0,5% de MBPS vy se utilizaron
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en el siguiente ensayo.

La Tabla 7 muestra los anticuerpos de recubrimiento sin marcar y los anticuerpos de deteccion marcados con AP
que se utilizaron.

Tabla 7:
Nom- . , .
bre Marca- | Hospeda- | Anticuer- | Empre- | NUme- Conggntra- Dlll,u- Lote
MOR dor dor po sa ro cion cion
. anti-lgG I 236366,
Agr?rr(fierﬁ%- 15 smC;nrar- oveja humana Blgic:z;g pc075 | 12,1 mg/ml | 1:1000 Exp
(Fd) 2009/10
. 048K6143
Abdedetec- | \po7 | Ap raton anti- | Sioma | A9469 | 1.1 mg/ml | 1:5000 |, lote
cion FlagM2
nuevo
La Tabla 8 describe los controles utilizados.
Tabla 8:
N° Nombre de la estructura artificial
3 pMx11_FH VH1-69 VLA_VI1-40 AYA
5 pMx11_FH VH3-23 VLA _Vk3-11 AYA
BEL vacio pMx9_ APStuffer_ FHClone1 (jque no contiene moléculas

Fab!)

El ELISA de escrutinio comprendio las siguientes etapas: Recubrimiento de 384 pocillos de una placa MaxiSorp con
anticuerpos especificos de Fd anti-IlgG humana diluidos en PBS, y se incubaron durante una noche a 4°C. Al dia
siguiente, las placas se lavaron 2 x con PBST y se bloquearon mediante adicion de (leche en polvo al 5% en PBS) a
cada pocillo e incubando durante 1-2 h a TA, mientras se agitaba. A continuacion, las placas se lavaron de nuevo
con PBST, y los lisados de E. coli bloqueados previamente, diluidos en 0,5% de MPBS, se afiadieron y se incubaron
durante 1 h con agitacion a TA. Ademas, se afiadieron los controles #3 y #5. A continuacion, las placas se lavaron
con PBST vy el anticuerpo de deteccion marcado con AP se diluyé en 0,5% de MPBS. Se afiadi6 el anticuerpo de
deteccion diluido y después se incubd durante 1 h a TA mientras se agitaba suavemente. La sefial se identifico del
modo siguiente: lavando de los pocillos con TBST y afiadiendo 20 pl de AttoPhos (diluido 1:5 en ddH20), haciendo
una lectura a los 5 min y a los 7-8 min empleando el programa Tecan (infiniTe F200), PrimeScreen.

Los rendimientos de la expresion de Fab relativa se calculan dividiendo la sefial de ELISA de la pareja respectiva de
VH/VL por la seial de ELISA del Fab de referencia pMx11_FH VH1-69 VLA VI1-40 AYA. Por tanto, las sefales de
ELISA igualmente altas dan como resultado un rendimiento de la expresién de Fab relativa de 1. El Fab de referen-
cia se expresa en un plasmido pMORPHX11 (se muestra en la Fig. 11) que comprende a) la secuencia sefial de la
cadena pesada de phoA modificada que comprende el sitio de restriccion Nhel C-terminal; b) la secuencia sefal de
la cadena ligera ompA modificada que comprende el sitio de restriccion Ndel C-terminal; c) las secuencias de protei-
nas de la linea germinal de la cadena pesada variable del gen de la linea germinal VH1-69*01, como se muestra en
la Figura 6A, d) las secuencias de proteinas de la linea germinal de la cadena ligera variable del gen de la linea
germinal IGLV1-40 como se muestra en la Figura 8A; e) que incorpora la CDR-H3 (WGGDGFYAMDY) (SEQ ID NO:
1) del anticuerpo hu4D5-8, y la secuencia proteica de la linea germinal de JH4 para FR4 de cadena pesada; f) que
incorpora la region CDR-L3 (QSYDSSLSGVV) (SEQ ID NO: 3) y la secuencia proteica de la linea germinal de JI2/3
para FR4 de cadena ligera. El hu4D5-8 se describe en Carter P. et al. (1992) "Humanization of an anti-p185Her2
antibody for human cancer therapy" Proc.Natl. Acad. Sci. USA 89, 4285-4289) y Ewert S. et al., J. Mol. Biol. (2003)
325, 531-553. Todos los genes se generaron en Geneart (Regensburg, Alemania). Los resultados se muestran en la
Tabla 12.

Ejemplo 6.4: ELISA de escrutinio de 400 combinaciones de VH/VL para determinar la estabilidad frente a la tempera-
tura de Fab en lisados BEL

Las placas de expresion se generaron como en el Ejemplo 6.3. Lisados de E. coli diluidos procedentes de las placas
de expresion se incubaron a diferentes temperaturas durante 45 minutos y se utilizaron en el siguiente ensayo. La
Tabla 9 muestra los anticuerpos de recubrimiento sin marcar y los anticuerpos de deteccién marcados con AP que
se utilizaron.
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Tabla 9:

Nom-
bre
MOR

Marca- Hospeda- |Anticuer- Empre- Nume- Concentra- |Dilu- Lote
dor dor po sa ro ciéon ciéon
Anticuerpo

monoclo-

nal anti

IgG1y

poli-

histidina

(anti 6x-
AI? c!e recu- 57 sin mar- Ratén hist'idilna');
brimiento car polipépti-
dos que
contienen
un marca-
dor de
polihistidi-

na

R&D
Sys-
tems

MABO5
0

AEJ170811

500 pg/ml 1:250 1

cadenas

) ligeras

AP30 |AP cabra kappa Sigma |A3813 2,3 mg/ml 1:2300 |018K6069
anti-
humano

Ab de de
teccion

cadenas
ligeras
AP5 AP cabra lambda Sigma |A2904 0,8 mg/ml 1:800 |096K6030
anti-
humano

Ab de de-
teccion

El ELISA de escrutinio comprendia las siguientes etapas: 384 pocillos de una placa MaxiSorp se recubrieron con
anticuerpo de recubrimiento (véase la tabla anterior) diluido en PBS. Las placas se incubaron durante una noche a
4°C. Al dia siguiente, las placas se lavaron con PBST y se bloquearon mediante la adicion de 5% de MPBS a cada
pocillo y se incubaron durante 1-2 h a TA con agitacion. A continuacion, los lisados de E. coli diluidos procedentes
de las placas de expresion se distribuyeron en cuatro placas de PCR de 96 pocillos (cada uno de aproximadamente
40 pl) y se expusieron a diferentes temperaturas (4°C (sobre hielo), 60°C, 70°C, 80°C y luego hielo) en un ciclador
de PCR, cada temperatura durante 45 min. Las placas de 384 pocillos bloqueadas se lavaron con PBST, a continua-
cion, los lisados de Fab incubados previamente, se afiadieron a las placas. Las placas se incubaron a continuacion 1
h a TA con agitacion. Las placas se lavaron con PBST, se diluyeron los anticuerpos de deteccion marcados con AP
en 0,5% de MPBS. Se afadieron 20 ul/pocillo de los anticuerpos de deteccion diluidos y se incubaron durante 1 h a
TA mientras se agitaba suavemente. La sefal fue identificada del modo siguiente: lavando los pocillos con TBST y
afadiendo AttoPhos (1:5 diluido en ddH20) a todos los pocillos. La sefial se leyd en diferentes puntos de tiempo (5
min a 10 min) usando el programa Tecan (infiniTe F200), de PrimeScreen. Los resultados se muestran en la Tabla
12.

Ejemplo 6.5: ELISA de escrutinio de 400 combinaciones de VH/VL para determinar la estabilidad en suero de Fab en
lisados de E. coli

Las placas de expresion se generaron como en el Ejemplo 6.3. Los lisados de E. coli que contenian Fab se diluyeron
y se incubaron en suero bovino y de ratén usando las siguientes etapas: lisados de E. coli procedentes de las placas
de expresion se diluyeron en 50% de suero (volumen total de 100 pl), se afadié 1:1000 de Cam para evitar el creci-
miento de bacterias, y los lisados se dividieron en dos placas de 96 pocillos y se congelaron ambas placas. La pri-
mera placa se descongeld y se incubd a 37°C durante 12-13 dias. La segunda placa se almacend a -80°C hasta
realizar el ELISA (0 dias de incubacién a 37°C). La Tabla 10 muestra los anticuerpos de recubrimiento sin marcar y
los anticuerpos de deteccion marcados con AP que se utilizaron.
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Tabla 10:
Nom- . . .
bre Marca- | Hospeda- | Anticuer- | Empre- | Nime- Conc_:('entra- D_|I'u- Lote
MOR dor dor po sa ro cién cién
Ab de recu- anti- 19G \Ijri(r:rlﬁgg 109-
. 36 Fab cabra humana 006- 1,3 mg/ml 1:1000 | 80299
brimiento Rese-
(H+L) 088
arch
anti-
cadenas
Abdede- | \p3; | ap cabra ligeras | Sigma | A3813 | 23mg/ml | 1:2300 | 018K606
teccion 9
kappa
humanas
anti-
cadena
Ab de de- ligera 096K603
L. AP5 AP cabra lambda Sigma | A2904 0,8 mg/mi 1:800
teccion . 0
humana;
unido +
libre

El dia 11 0 12, los 384 pocillos de una placa MaxiSorp se recubrieron con 20 ul de anticuerpo de recubrimiento dilui-
do en PBS. Las placas se incubaron durante una noche a 4°C. El dia siguiente, las placas se lavaron con PBST y se
bloguearon mediante la adicion de 5% de MPBS a cada pocillo e incubando durante 1-2 h a TA con agitacion. A
continuacion, las placas de 384 pocillos bloqueadas se lavaron con PBST. Los lisados de E. coli en suero proceden-
tes de las muestras de -80°C y 37°C, se transfirieron a las placas de ELISA recubiertas y se incubaron durante 1
hora a TA con agitacién. Las placas se lavaron con PBST, y se diluyeron los anticuerpos de deteccion marcados con
AP en 0,5% de MPBS. Se afiadié anticuerpo de deteccion marcado con AP y la placa se incubd durante 1 h a TA
con agitacion. La sefal fue identificada del modo siguiente: lavando los pocillos con TBST y afiadiendo AttoPhos
(diluido 1:5 en ddH20) a todos los pocillos. La sefial se leyo en diferentes puntos de tiempo (5 min a 10 min) usando
el programa Tecan (infiniTe F200) de PrimeScreen. Los resultados de las pruebas de estabilidad en suero bovino se
muestran en la Fig. 19. Los resultados de las pruebas de estabilidad en suero de raton se muestran en la Tabla 12.

Ejemplo 7: Generacién de IgG1 humana para la evaluacién de las propiedades biofisicas

Para la generacion de las 400 parejas de proteinas de la linea germinal de IgG1, los 20 genes de la cadena pesada
de la region variable fueron subclonados en el vector de expresion de IgG1 humana pJP_hlgG1f que se muestra en
la Fig. 13. En paralelo, los 12 genes de kappa de la region variable se subclonaron en el vector de expresion de la
cadena ligera kappa de mamifero pJP_hlgkappa que se muestra en la Fig. 14 y los 8 genes de lambda de la region
variable fueron subclonados en el vector de expresion de la cadena ligera lambda de mamifero pJP_higlambda2 que
se muestra en la Fig. 15.

Mediante una cotransfeccion de cada uno, se puede producir un plasmido de expresion de la cadena pesada y uno
de la cadena ligera para todas las 400 parejas de VH/VL por separado, clonando solamente 40 estructuras artificia-
les de expresion. Por lo tanto las células HEK.EBNA se cotransfectaron con todas las 20 estructuras artificiales de la
cadena pesada y todas las 20 estructuras artificiales de expresion de la cadena ligera. La IgG1 humana se recogio o
detecto varios dias después de la transfeccion del material sobrenadante del cultivo celular.

Ejemplo 7.1: Clasificacién de la expresion de 1gG1

Uno de los criterios para que la seleccion de los emparejamientos de VH/VL se incluya en una coleccion es el nivel
de expresion de los 400 emparejamientos de VH/VL diferentes en el formato IgG1. El nivel de expresion de cada
emparejamiento de VH/VL en formato IgG1 humana se evalué mediante ELISA de tipo sandwich. Por tanto, células
HEK.EBNA se transfectaron con todas las 400 combinaciones de VH/VL en formato IgG1 humana y se expresaron a
pequenia escala. El material sobrenadante del cultivo celular se recogié después de unos dias y se determinaron los
niveles de 1gG.

Se llevd a cabo el siguiente procedimiento. Placas de 384 pocillos de MaxiSorpTM se recubrieron con anti-IgG
humana Fcy-pan de ratén R10Z8E9 a 2,5 uyg/ml en PBS. Las placas se incubaron durante una noche a 4°C. Las
placas se lavaron con PBST. Las placas se bloquearon con 5% de BSA o 1 x Chemiblocker en PBST y se incubaron
durante 1 hora a temperatura ambiente con agitacion y de nuevo se lavaron con PBST. El material sobrenadante de
la expresion de IgG se diluy6 en 2,5% de BSA-PBST y se afiadieron las muestras diluidas a la placa de ELISA blo-
queada y lavada. Se utilizaron los siguientes controles: material sobrenadante vacio y material sobrenadante con
anticuerpo con una baja expresion, anticuerpo que se expresa de forma moderada y anticuerpo que se expresa de

77



10

15

20

25

30

35

40

ES 2 696 548 T3

forma elevada. Las placas se incubaron durante 2 h a temperatura ambiente con agitacion. A continuacion, las pla-
cas se lavaron con TBST. Se afiadié apropiadamente diluido un conjugado de anti-lgG humana de ratén Fcy-pan
R10Z8E9 con biotina en 1% de BSA-TBST. Las placas se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente. Las
placas se lavaron con TBST. Se afadi6 estreptavidina-AP diluida 1:2000 en 0,5% de BSA-TBST y se incubaron las
placas durante 1 hora a temperatura ambiente con agitacion. Las placas se lavaron con TBST. Se afiadi6 el sustrato
de fluorescencia AttoPhosTM (preparado de acuerdo con las instrucciones del fabricante) diluido en TBST directa-
mente antes del uso. Después de 5y 10 min, se midi6 la fluorescencia a través de lector de microplacas Tecan.

Los rendimientos de la expresion relativa de IgG1 se calcularon dividiendo la sefial de ELISA de la respectiva pareja
de VH/VL por la sefial de ELISA de la IgG1 de referencia MOR03080 (que se muestra en la Tabla 11). De ese modo,
sefiales igualmente altas de ELISA dan como resultado un nivel de rendimiento de la expresion relativa de IgG1 de
1.

Tabla 11

La secuencia de aminoacidos de MORO03080 es del modo siguiente:

03080 Cadena pesada variable con CDRs en negrita:

(1) QVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYGMHWVRQAPGKGLEWVSN
(51) IYSDGSNTFYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCARNM
(101)  YRWPFHYFFDYWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 61)

03080 Cadena ligera variable con CDRs en negrita

(1 DIELTQPPSV SVAPGQTARISCSGDNIGNKYVSWYQQKPGQAPVVVIYGD
(51) NNRPSGIPERFSGSNSGNTATLTISGTQAEDEADYYCSSYDSSYFVFGGG
(101) TKLTVLGQ (SEQ ID NO: 62)

Los resultados se muestran en la Tabla 12. Las secuencias de la porcién Fc se muestran en las Figuras 48, 50-51.

Ejemplo 7.2: Clasificacién de la estabilidad en suero de I1gG1

Uno de los criterios para la seleccion de los emparejamientos de cadena pesada variable y cadena ligera variable
que debe incluirse en una coleccion, es la estabilidad en suero de los 400 diferentes emparejamientos de cadena
pesada variable y cadena ligera variable en formato IgG1. La estabilidad en suero de cada material sobrenadante de
anticuerpos IgG se evalué mediante una incubacion en suero de raton al 50% durante 14 dias y posteriormente un
ELISA tipo sandwich con el clon de anti-lgG humana (CH2) de ratéon, R10Z8E9. De nuevo todas las 400 combina-
ciones de VH/VL en formato IgG1 humana se transfectaron en células HEK.EBNA y se expresaron a pequefia esca-
la. EI material sobrenadante de los cultivos celulares se recogié después de pocos dias y en las IgG del material
sobrenadante se analiz6 la estabilidad en suero.

Se realiz6 el siguiente procedimiento. Placas de 384 pocillos de MaxiSorpTM se recubrieron con anti-lgG humana
Fcy-pan de ratén R10Z8E9 a 2,5 pg/ml en PBS. Las placas se incubaron durante una noche a 4°C. Las placas se
lavaron con PBST y después se bloquearon con 5% de BSA-PBST o 1 x Chemiblocker durante 1 h a temperatura
ambiente con agitacion. Las placas se lavaron con PBST. El material sobrenadante del cultivo celular que contenia
IgG1 se diluy6 a) en 2,5% de BSA-PBST y b) en 50% de suero de raton y se incubé a 37°C durante al menos 14
dias, y se afadieron esas muestras a la placa de ELISA bloqueada y lavada. Se utilizaron los siguientes controles:
material sobrenadante vacio y material sobrenadante con anticuerpo con una baja expresion, un anticuerpo que se
expresaba de forma moderada y un anticuerpo que se expresaba de forma elevada. Las placas se incubaron duran-
te 2 h a temperatura ambiente con agitacion. Las placas se lavaron con TBST. Se afiadié conjugado de anti-lgG
humana de raton Fcy-pan R10Z8E9 con biotina diluido hasta 0,8 ug/ml en 1% de BSA-TBST. Las placas se incuba-
ron durante 1 hora a temperatura ambiente. Las placas se lavaron con TBST. Se anadié estreptavidina-AP diluida
1:2000 en 0,5% de BSA-TBST. Las placas se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente con agitacion. Las
placas se lavaron con TBST. Se afiadio el sustrato de fluorescencia AttoPhosTM (preparado de acuerdo con las
instrucciones del fabricante) diluido 1:5 en TBST, directamente antes del uso. Después de 5 y 10 min, se midi6 la
fluorescencia a través de lector de microplacas Tecan. Los resultados se muestran en la Tabla 12.

Ejemplo 8: Seleccién de las parejas de VH/VL con propiedades biofisicas favorables para la incorporacién en la
coleccién

Después de evaluar las 400 parejas de proteinas de la linea germinal para determinar las propiedades siguientes: a)
presentacion relativa después de la produccion en fagos y ELISA para fagos en el formato Fab, b) rendimiento de la
expresion relativa de Fab después de la produccion de Fab en E. coli; lisis celular en E. coli y deteccion con ELISA
del Fab producido; c) estabilidad frente a la temperatura de Fab después de la produccion de Fab en E. coli, lisis
celular en E. coliy detecciéon con ELISA de Fab no desnaturalizado después de la incubacion a temperaturas eleva-
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das; d) estabilidad en suero bovino/raton de Fab procedente de lisados de E. coli mediante la deteccion con ELISA
de Fab no desnaturalizado después de la incubacion en suero bovino/ratén; e) rendimiento de la expresion relativa
de IgG1 humana después de la produccion de IgG1 en células de mamifero y deteccion con ELISA de IgG1 secreta-
da procedente del material sobrenadante de un cultivo de células; y f) estabilidad en suero bovino de IgG1 humana
mediante deteccion con ELISA de IgG1 no desnaturalizada después de una incubacion en suero bovino/raton; des-
pués el siguiente paso fue seleccionar qué parejas de la linea germinal de VH/VL se iban a incorporar en la colec-
cion. Los resultados de las pruebas funcionales para cada pareja de proteinas de la linea germinal VH/VL se mues-
tran en la Tabla 12.

Tabla 12: Recopilacién de los datos funcionales para cada una de las 400 parejas de proteinas de la linea germinal

N° |VH VL Presen- | Expre- | Termoes- | Estabi- | Estabi- | Valor de | Expre- | Estabi-
tacion sion tabilidad | lidad de | lidad de | la clasifi- | si6on | lidad de
relativa | relativa | de Fab Faben | Faben cacion |relativa | IgG1 en
de Fab | de Fab suero suero de Fab |delgG1| suero

(Cys- de raton | bovino bovino
Display)

1 hVH_1_2 |'hVK_1_05 0,1 0,0 bg u S 10 0,0 bg

2 hVH_1_2 |hVK_1_06 0,1 0,2 60 S S 42 0,0 bg

3 hVH_1_2 |hVK_1_09 0,0 0,0 bg u S 11 0,0 bg

4 hVH_1_2 |hVK_1_12 0,0 0,0 bg S S 20 0,0 bg

5 hVH_1_2 |hVK_1_16 0,1 0,0 bg S S 20 0,0 bg

6 hVH_1_2 |hVK_1_17 0,0 0,0 bg S S 21 0,0 bg

7 hVH_1_2 |hVK_1_27 0,0 0,1 bg S S 22 0,0 bg

8 hVH_1_2 |hVK_1_39 0,0 0,0 bg S S 21 0,0 bg

9 hVH_1_2 |hVK_2_30 0,0 bg S S 20 0,0 bg

10 |hVH_1_2 |hVK 3 11 0,0 0,0 bg S S 20 0,0 bg

11 |hVH_1_2 |hVK_3 15 0,0 0,0 bg u S 10 0,0 bg

12 |hVH_1_2 |hVK_3 20 0,0 bg S S 21 0,0 bg

13 |hVH_1_2 |hVL_1-40 0 0,3 bg

14 |hVH_1_2 |hVL_1-47 0,0 0,0 4 u u 2 0,0 bg

15 |hVH_1_2 |hVL_1-51 0,0 0,0 4 u u 0 0,4 bg

16 |hVH_1_2 |hVL_2-11 0,1 0,0 4 S S 22 0,3 bg

17 |hVH_1_2 |hVL_2-14 0,1 0,0 4 u u 0 0,1 bg

18 |hVH_1_2 |hVL_2-23 0,0 0,0 4 u u 0 0,0 bg

19 |hVH_1_2 |hVL_3-1 0,4 0,0 4 u u 1 0,0 bg

20 |hVH_1_2 |hVL_3-21 0,0 0,0 4 u u 0 0,0 bg

hVH

21 (118 hVK 1 05| 2.0 0.4 60 S S 54 0.4 S

22 |hVH_1_18 |hVK_1_06 0,6 0,5 60 S S 56 0,2 S

23 |hVH_1_18 |[hVK_1_09 0 0,1 S

24 |hVH_1_18 lhVK_1_12 1,6 0,5 60 S S 56 0,1 bg

25 |hVH_1_18 |hVK_1_16 2,0 3 0,2 S

26 |hVH_1_18 [hVK_1_17 0,5 S S 38 0,3 S

27 |hVH_1_18 |[hVK_1_27 1,2 0,4 70 S S 62 0,5 S

28 |hVH_1_18 |[hVK_1_39 3,7 0,3 60 S S 53 0,1 S

29 |hVH_1_18 lhVK_2 30 1,9 0,5 60 S S 56 0,0 S

30 |hVH_1_18 |[hVK_3_11 0,6 60 S S 56 0,0 S
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VH VL Presen- | Expre- | Termoes- | Estabi- | Estabi- | Valor de | Expre- | Estabi-
tacion sion tabilidad | lidad de | lidad de | la clasifi- | si6on | lidad de
relativa | relativa | de Fab Faben | Faben cacion |relativa | IgG1 en
de Fab | de Fab suero suero de Fab |delgG1| suero

(Cys- de raton | bovino bovino
Display)

hVH_1_18 hVK_3_15 2,6 0,5 70 S S 67 0,3 S

hVH_1_18 hVK3_20 2,2 0,9 60 S S 72 0,0 S

hVH_1_18 |hVL_1-40 24 4 0,5 S

hVH_1_18 | hVL_1-47 0,8 60 S S 66 0,4 u

hVH_1_18 'hVL_1-51 0 0,5 S

hVH_1_18 'hVL_2-11 1,9 3 0,5 u

hVH_1_18 | hVL_2-14 25 0,6 60 S S 64 0,5 u

hVH

118 hVL 2-23 | 43 0.7 60 S S 70 0.4 S

hVH_1_18 ' hVL_3-1 4.4 0,6 60 S S 65 0,2 u

hVH_1_18 'hVL_3-21 3.4 0,6 60 S S 64 0,2 S

hVH_1_46 hVK_1_05 0,4 60 S S 51 0,9 S

hVH_1_46 hVK_1_06 0 0,9 S

hVH 1 46 hVK 1 09 3.0 0.6 60 S S 63 04 S

hVH_1_46 hVK_1_12 0,5 60 S S 55 0,2 S

hVH_1_46 hVK_1_16 1,3 0,6 60 S S 61 0,3 S

hVH_1_46 hVK_1_17 1,3 2 0,5 S

hVH_1_46 hVK_1_27 0 0,6 S

hVH 1 46 hVK 1 39 2,5 04 60 S S 55 0.5 S

hVH_1_46 hVK_2_30 0,2 4 u S 16 0,0 S

hVH_1_46 hVK_3_11 0 0,1 S

hVH

146 hVK 3 15| 3.0 07 60 S S 68 0.4 S

hVH_1_46 hVK_3_20 0 0,1 S

hVH_1_46 hVL_1-40 1,0 60 S S 73 0,9 S

hVH_1_46 hVL_1-47 0 0,6 u

hVH_1_46 hVL_1-51 57 10 0,3 S

hVH_1_46 hVL_2-11 1,6 3 0,3 S

hVH_1_46 hVL_2-14 0 0,3 u

hVH_1_46 hVL_2-23 2,7 1,0 60 S S 79 0,3 S

hVH_1_46 hVL_3-1 4,3 7 0,4 S

hVH_1_46 hVL_3-21 5,2 9 0,3 S

hVH

169 01 hVK 1 05 2,1 0,5 60 S S 59 0.9 S

hVH_1_69

*01 hVK_1_06 2,9 5 0,5 S

hVH_1_69

*01 hVK_1_09 0,3 60 S u 37 0,4

hVH_1_69 hVK_1_12 2,1 0,4 60 S S 53 0,3
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VH

*01

hVH_1_69
*01

hVH_1_69
*01

hVH_1_69
*01

hVH_1_69
*01

hVH_1_69
*01

hVH_1_69
*01

hVH_
16901

hVH_1_69
*01

hVH_
16901

hVH_1_69
*01

hVH_
16901

hVH_1_69
*01

hVH_1_69
*01

hVH_1_69
*01

hVH_1_69
*01

hVH_1_69
*01

hVH_3 07
hVH_3 07
hVH 3 07

VL

hVK_1_16

hVK_1_17

hVK_1_27

hVK_1_39

hVK_2_30

hVK_3_11

hVK_3_15

hVK_3_20

hVL_1-40

hVL_1-47

hVL_1-51

hVL_2-11

hvL_2-14

hvL_2-23

hVL_3-1

hVL_3-21

hVK_1_05
hVK_1_06
hVK 1 09

hVH 3 07

hVvVK 1 12

hVH_3 07

hVH_
3 07

hVH 3 07

hVK_1_16

hVK_1_17
hVK 1 27

hVH_3 07
hVH_3 07

hVK_1_39
hVK_2_30
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Presen- | Expre- | Termoes- | Estabi- | Estabi- | Valor de | Expre- | Estabi-

tacion sion tabilidad | lidad de | lidad de | la clasifi- | si6on | lidad de
relativa | relativa | de Fab Faben | Faben cacion |relativa | IgG1 en
de Fab | de Fab suero suero de Fab |delgG1| suero
(Cys- de raton | bovino bovino
Display)
1,2 2 0,4 S
0,9 0,3 4 S S 31 0,3 S
0,2 0,3 70 S S 56 0,4 S
3,5 0,1 4 S S 31 0,4 u
0 0,0 S
0,7 60 S S 60 0,0 S
1,6 0,5 70 S S 66 0,5 S
0,5 60 S S 54 0,0 S
1,0 60 S S 72 0,2 S
0 0,2 u
0,8 60 S S 64 0,3 S
0,8 0,7 60 S S 65 0,2 S
0,8 60 S S 64 0,3 u
1,8 3 0,3 S
3.4 0,7 S S 52 0,2 S
4,6 0,7 60 S S 71 0,1 S
0,7 60 S S 63 0,9 u
0,9 60 S S 69 1,3 S
6.7 0.4 60 S S 50 15 S
10,6 0,9 70 s s 97 0.9 s
7,0 12 1,5 S
10,5 0,5 4 S S 40 0,9 S
14,5 0.5 70 S S 87 1.8 S
27,3 0,3 60 u S 85 1,2 S
13,0 0 0,3 S
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NO

VH

hVH_3 07

hVH

3 07

VL

hVK_3_11
hVK 3 15

hVH_3 07
hVH_3 07

hVH

3 07

hVK_3_20
hVL_1-40
hVL 1-47

hVH_3 07
hVH_3 07

hVH_.

hVH

3 07
3 07

hVL_1-51
hVL_2-11
hVL_2-14
hVL 2-23

hVH

3 07

hVL 3-1

hVH_.

hVH

3 07
3 11

hVL_3-21
hVK 1 05

hVH

311

hVK 1 06

hVH_.

hVH

3 11
3 11

hVK_1_09
hVK 1 12

hVH

311

hVvVK 1 16

hVH_:
hVH_.
hVH_.
hVH_.
hVH_.

hVH

3 11
3 11
3 11
3 11
3 11
3 11

hVK_1_17
hVK_1_27
hVK_1_39
hVK_2 30
hVK_3 11
hVK 3 15

hVH_.
hVH_.

hVH

3 11
3 11
3 11

hVK_3_20
hVL_1-40
hVL 1-47

hVH_.
hVH_.
hVH_.

hVH

3 11
3 11
3 11

311

hVH_.
hVH_.

hVH

3 11
3 11
3 15

hVL_1-51
hVL_2-11
hVL_2-14
hVvL 2-23
hVL_3-1

hVL_3-21
hVK 1 05

hVH

3 15

hVK 1 06

hVH

3 15

hVvVK 1 09

hVH

3 15

hVvVK 1 12

hVH

3 15

hVvVK 1 16

hVH_.

3 15

hVK_1_17
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Presen- | Expre- | Termoes- | Estabi- | Estabi- | Valor de | Expre- | Estabi-

tacion sion tabilidad | lidad de | lidad de | la clasifi- | si6on | lidad de
relativa | relativa | de Fab Faben | Faben cacion |relativa | IgG1 en
de Fab | de Fab suero suero de Fab |delgG1| suero
(Cys- de raton | bovino bovino
Display)
0 0,4 S
14,5 0.7 70 S S 95 1.8 S
0 0,4 S
8,2 14 0,3 S
6,3 1,2 60 S S 20 0.8 u
1,0 60 S 74 0,9 S
0 1,2 S
11,3 19 0,8 u
6.9 0.8 60 S S 76 07 S
5.0 60 S S 64 1.2 S
0,7 60 S S 61 0,3 S
5.5 0.5 60 S S 65 0.5 S
43 0.6 60 S S 64 14 S
6,7 0 0,9 S
8.2 0.6 60 S S 3 0.9 S
10,3 0.6 60 S U 61 1.2 S
0 0,9 S
6,0 0 1,7 S
29,0 50 1,8 S
0,4 4 S S 34 1,1 u
,0 0 0,6 S
4.6 0.7 60 S S 68 1.6 S
0 0,2 S
12,4 21 0,3 S
81 0.8 60 S ] 80 13 U
1,1 60 S S 77 1,9 S
8,4 14 1,1 S
6,4 0,9 60 S S 81 0,4 u
8.9 1.0 60 S S 88 0.4 S
0,5 60 S S 53 1,6 S
9,8 17 0,3 S
81 0.5 60 S S 68 0.4 S
nz 0.6 60 S S 79 0.8 S
10,0 0.5 70 S S 80 0.9 S
1.5 0.7 70 S S 20 0.7 S
14,5 0.7 68 S S 86 15 S
6,4 0,6 4 u u 30 0,8 S
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VH

hVH 3 15

VL

hVvK 1 27

hVH 3 15

hVK 1 39

hVH_3 15
hVH_3 15
hVH 3 15

hVK_2_30
hVK_3_11
hVK 3 15

hVH_3 15
hVH 3 15

hVK_3_20
hVL 1-40

hVH_3 15
hVH 3 15

hVL_1-47
hVL 1-51

hVH 3 15

hVvL 2-11

hVH_3_15
hVH_3_15
hVH_3_15
hVH_3_15
hVH_3_21
hVH 3 21

hVL_2-14
hvL_2-23
hVL_3-1
hVL_3-21
hVK_1_05
hVK 1 06

hVH_3 21
hVH 3 21

hVK_1_09
hVK 1 12

hVH_3 21
hVH_3 21
hVH 3 21

hVK_1_16
hVK_1_17
hVK 1 27

hVH 3 21

hVK 1 39

hVH_3_21
hVH_3_21
hVH_3_21
hVH_3_21
hVH_3_21
hVH_3_21
hVH_3_21
hVH_3_21

hVH
3 21

hVH
3 21

hVH_3_21
hVH_3_21
hVH_3_23
hVH_3_23

hVK_2 30
hVK_3 11
hVK_3 15
hVK_3 20
hVL_1-40
hVL_1-47
hVL_1-51
hVL_2-11

hVvL 2-14

hvL 2-23
hVL_3-1
hVL_3-21
hVK_1_05
hVK_1_06
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Presen- | Expre- | Termoes- | Estabi- | Estabi- | Valor de | Expre- | Estabi-

tacion sion tabilidad | lidad de | lidad de | la clasifi- | si6on | lidad de
relativa | relativa | de Fab Faben | Faben cacion |relativa | IgG1 en
de Fab | de Fab suero suero de Fab |delgG1| suero
(Cys- de raton | bovino bovino
Display)
7.8 0.5 70 S S 7 17 S
14,2 0.4 60 S S 76 1.8 S
0,3 4 S u 23 0.6 S
19,4 33 0,8 S
121 0.6 70 ] S 70 1.9 S
, 0 0,5 S
16,7 0.9 60 S S 98 0.1 S
13,0 1,2 60 S S 102 0,2 u
11,0 11 60 S S 94 0.9 S
10,5 0.9 60 S S 88 0.8 S
9,7 0,8 60 S S 83 0,9 u
10,1 17 0,4 S
9,4 0,3 4 46 1,0 S
9,2 0,8 65 0,2 S
10,0 17 0,8 S
161 1.0 60 S S 99 0.9 S
0 0,4 S
1.3 0.6 60 S S 7 0.5 S
0,9 60 S S 68 0,0 S
5,0 9 0,0 S
87 0.6 60 S S 8 0.5 S
11.6 0.5 60 S S 54 0.8 S
0,6 4 S S 44 0,1 u
0 0,2 S
0,8 60 S S 65 0,3 S
0 0,5 S
1,0 60 S S 72 0,5 S
0,0 1,2 60 S S 81 0,3 S
0 0,9 S
0,9 60 S S 68 0,7 S
6.5 0.9 60 S S 81 1.2 S
8.8 1.0 60 S S 20 0.9 S
0,7 60 S S 60 0,4 S
11,8 0,9 60 S S 88 0,1 S
0,8 60 S S 64 0,2 S
0,7 60 S S 61 0,2 S
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NO

163
164
165
166
167
168
169
170
171
172
173
174
175
176
177
178
179
180
181
182
183
184
185
186
187
188
189
190
191
192
193
194
195
196
197
198
199

VH

hVH_3_23
hVH_3_23
hVH_3_23
hVH_3_23
hVH_3_23
hVH_3_23
hVH_3_23
hVH_3_23
hVH_3_23
hVH_3_23
hVH_3_23
hVH_3_23
hVH_3_23
hVH_3_23
hVH_3_23
hVH_3_23
hVH_3_23
hVH_3_23
hVH_3_30
hVH_3_30
hVH_3_30
hVH_3_30
hVH_3_30
hVH_3_30
hVH_3_30
hVH_3_30
hVH_3_30
hVH_3_30
hVH_3_30
hVH_3_30
hVH_3_30
hVH_3_30
hVH_3_30
hVH_3_30
hVH_3_30
hVH 3 30

VL

hVK_1_09
hVK_1_12
hVK_1_16
hVK_1_17
hVK_1_27
hVK_1_39
hVK_2 30
hVK_3 11
hVK_3 15
hVK_3 20
hVL_1-40
hVL_1-47
hVL_1-51
hVL_2-11
hVL_2-14
hVL_2-23
hVL_3-1
hVL_3-21
hVK_1_05
hVK_1_06
hVK_1_09
hVK_1_12
hVK_1_16
hVK_1_17
hVK_1_27
hVK_1_39
hVK_2 30
hVK_3 11
hVK_3 15
hVK_3 20
hVL_1-40
hVL_1-47
hVL_1-51
hVL_2-11
hVL_2-14
hVL 2-23

hVH 3 30

hVL 3-1

ES 2 696 548 T3

Presen- | Expre- | Termoes- | Estabi- | Estabi- | Valor de | Expre- | Estabi-

tacion sion tabilidad | lidad de | lidad de | la clasifi- | si6on | lidad de
relativa | relativa | de Fab Faben | Faben cacion |relativa | IgG1 en
de Fab | de Fab suero suero de Fab |delgG1| suero
(Cys- de raton | bovino bovino
Display)
6,1 0,8 70 S S 86 0,1 S
0,9 60 S S 68 0,1 S
8,4 0,6 60 S S 72 0,2 S
0,6 4 S u 31 0,1 S
17,1 29 0,2 S
10,8 19 0,3 S
4.1 0,3 4 S S 39 0,0 bg
0 0,0 bg
0,7 70 S S 73 0,4 S
13,3 0 0,2 S
0 0,1 S
0 0,1 S
10,2 1,1 60 S S 94 0,2 S
13,6 23 0,1 S
9,1 16 0,3 S
7.4 0,9 60 S S 82 0,3 S
4,6 0,4 60 S S 60 0,1 S
7.4 0,8 60 S S 78 0,1 S
0 0,7 S
1,0 60 S S 75 0,6 S
0 0,3 S
5,4 0,8 60 S S 73 0,3 S
0,9 60 S S 69 0,4 S
0 0,5 S
9,1 0,4 60 S u 38 0,5 S
13,1 0,0 bg u u 19 1,0 S
0,4 4 S u 23 0,1 bg
0,4 60 S S 50 0,1 S
0,7 60 S S 61 0,9 S
0,7 60 S S 63 0,4 S
0 0,8 S
1,1 60 S S 78 0,3 S
0 0,4 S
0,7 60 S S 62 0,4 S
0,8 60 S S 66 1,0 S
9.5 1.0 60 S S 89 0.5 S
8.8 0.6 60 S S 3 0.5 S
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NO

200
201
202
203
204
205
206
207
208
209
210
211
212
213
214
215
216
217
218
219
220
221
222
223
224
225
226
227
228
229
230
231
232
233
234
235
236

VH

hVH_3_30
hVH_3_33
hVH_3_33
hVH_3_33
hVH_3_33
hVH_3_33
hVH_3_33
hVH_3_33
hVH_3_33
hVH_3_33
hVH_3_33
hVH 3 33

VL

hVL_3-21

hVK_1_05
hVK_1_06
hVK_1_09
hVK_1_12
hVK_1_16
hVK_1_17
hVK_1_27
hVK_1_39
hVK_2 30
hVK_3 11
hVK 3 15

hVH_3_33
hVH_3_33
hVH_3_33
hVH_3_33
hVH_3_33
hVH_3_33
hVH 3 33

hVK_3 20
hVL_1-40
hVL_1-47
hVL_1-51
hVL_2-11
hVL_2-14
hVL 2-23

hVH_3_33
hVH_3_33
hVH_3_48
hVH_3_48
hVH_3_48
hVH_3_48
hVH_3_48
hVH_3_48
hVH 3 48

hVL_3-1
hVL_3-21
hVK_1_05
hVK_1_06
hVK_1_09
hVK_1_12
hVK_1_16
hVK_1_17
hVK 1 27

hVH_3_48
hVH_3_48
hVH_3_48
hVH_3_48
hVH_3_48
hVH_3_48
hVH_3_48
hVH_3_48
hVH_3_48

hVK_1_39
hVK_2 30
hVK_3 11
hVK_3 15
hVK_3 20
hVL_1-40
hVL_1-47
hVL_1-51
hVL_2-11

Presen-
tacion
relativa
de Fab
(Cys-
Display)

16,6

8,7

12,1

10,3

ES 2 696 548 T3

Expre- | Termoes- | Estabi-
sion tabilidad | lidad de
relativa de Fab Fab en
de Fab suero
de raton | bovino

0,8 60 S
0,3 60 S
0,7 60 S
0,2 60 S
0,6 60 S
0.6 60 S
1,0 60 S
1,1 60 S
0,5 60 S
0,9 4 S
0.5 60 S
0,2 60 S
0,8 60 S
0.7 60 S
0,8 60 S
0,8 S
1,2 60 S
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Estabi-

lidad de
Fab en
suero

S
S

n wln o n

(7]

Valor de
la clasifi-
cacion

21
65
51
18
80

Expre-
sion
relativa
de Fab |de IgG1

0,2
0,0
0,6
0,2
0,2
0,4
0,5
0,2
0,8
0,3
0,6
0.9
0,3
1,0
0,4
0,6
0,5
0,9
05
0,7
0,5
0,6
0,7
0,2
0,3
0,5
0,5
0.9
0,5
0,3
0,7
0,3
0,4
0,6
0,4
0,7
0,6

Estabi-
lidad de
IgG1 en
suero
bovino

N Ol o no o oo o oo o oo o 0o 00l o oo o oo o o no o oo Ol no ol non



NO

237
238
239
240
241
242
243
244
245
246
247
248
249
250
251
252
253
254
255
256
257
258
259
260
261
262
263
264
265
266
267
268
269
270
271
272
273

ES 2 696 548 T3

VH VL Presen- | Expre- | Termoes- | Estabi- | Estabi- | Valor de | Expre- | Estabi-
tacion sion tabilidad | lidad de | lidad de | la clasifi- | si6on | lidad de
relativa | relativa | de Fab Faben | Faben cacion |relativa | IgG1 en
de Fab | de Fab suero suero de Fab |delgG1| suero

(Cys- de raton | bovino bovino
Display)

hVH_3 48 hVL_2-14 0 0,6 S

hVH_3 48 hVL_2-23 9,3 16 0,5 S

hVH_3 48 hVL_3-1 6,0 0,8 S S 61 0,5 S

hVH_3 48 hVL_3-21 0 0,3 S

hVH_3 53 hVK_1_05 | 11,1 0,7 4 u S 60 0,8 S

hVH_3 53 hVK_1_06 0,7 60 S S 63 0,7 S

hVH 3 53 hVK 1 09 8.3 0.9 60 S S 83 04 S

hVH 3 53 hvK 1 12| 14,8 0.7 60 S S 60 0.2 S

hVH_3 53 hVK_1_16 10,7 0,0 bg bg u 20 0,3 S

hVH_3 53 hVK_1_17 2,9 0,5 4 S S 42 0,5 S

hVH_3 53 hVK_1_27 6,9 0,4 60 S S 62 0,2 S

hVH_3 53 hVK_1_39 0,6 60 S S 56 0,2 S

hVH_3 53 hVK_2_30 1,3 0,3 4 S S 32 0,0 bg

hVH_3 53 hVK_3_11 0,8 60 S S 64 0,3 S

hVH_3 53 hVK_3_15 9,6 0,7 60 S S 63 0,5 S

hVH_3 53 hVK_3_20 0,3 S S 32 0,3 S

hVH_3 53 hVL_1-40 1,1 S S 60 1,1 S

hVH_3 53 hVL_1-47 1,1 60 S S 79 0,2 S

hVH 3 53 hVL 1-51 6.4 1.3 60 S S 96 04 S

hVH_3 53 hVL_2-11 7,2 0,8 60 S S 78 0,3 S

hVH_3 53 hVL_2-14 1,0 60 S S 75 0,8 S

hVH 3 53 hVL 2-23 6.3 1.1 60 S S 86 0.6 S

hVH 3 53 hVL 3-1 51 0.6 68 S S 67 0.5 S

hVH_3 53 hVL_3-21 0,8 60 S S 66 0,5 S

hVH_3 73 hVK_1_05 0,4 0,2 60 S S 45 1,1 S

hVH_3 73 'hVK_1_06 0,3 0,2 60 S S 45 1,0 S

hVH_3 73 'hVK_1_09 0,3 0,1 60 S S 39 0,9 S

hVH_3 73 hVK_1_12 0,3 0,1 60 S S 38 0,5 S

hVH_3 73 hVK_1_16 0,3 0,2 60 S S 44 1,1 S

hVH_3 73 hVK_1_17 0,1 0 1,0 S

hVH_3 73 hVK_1_27 3,6 0,1 4 S S 24 0,9 S

hVH_3 73 'hVK_1_39 0,2 0,2 4 S S 27 0,8 S

hVH_3 73 'hVK_2_30 0,1 bg S S 22 0,3 S

hVH_3 73 'hVK_3_11 0,5 0 0,2 S

hVH_3 73 hVK_3_15 0,2 0,1 60 S S 39 0,1 S

hVH_3 73 'hVK_3_20 0 1,1 S

hVH_3 73 |hVL_1-40 0,1 60 S S 40 1,2 S
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NO

274
275
276
277
278
279
280
281
282
283
284
285
286
287
288
289
290
291
292
293
294
295
296
297
298
299
300

301

302

303

304

305

306

VH

hVH_3_73
hVH_3_73
hVH_3_73
hVH_3_73
hVH_3_73
hVH_3_73
hVH_3_73
hVH_3_74
hVH 3 74

VL

hVL_1-47
hVL_1-51
hVL_2-11
hVL_2-14
hvL_2-23
hVL_3-1
hVL_3-21
hVK_1_05
hVK 1 06

hVH 3 74

hVvVK 1 09

hVH_3_74
hVH_3_74
hVH_3_74
hVH 3 74

hVK_1_12
hVK_1_16
hVK_1_17
hVK 1 27

hVH_3_74
hVH_3_74
hVH_3_74
hVH 3 74

hVK_1_39
hVK_2 30
hVK_3 11
hVK 3 15

hVH_3_74
hVH_3_74
hVH_3_74
hVH 3 74

hVK_3 20
hVL_1-40
hVL_1-47
hVL 1-51

hVH_3_74
hVH_3_74
hVH_3_74
hVH_3_74
hVH_3_74

hVH_4 04
03

hVH_4 04
03

hVH_4 04
03

hVH_4 04
03

hVH_4 04
03

hVH_4 04
03

hVL_2-11
hVL_2-14
hVL_2-23
hVL_3-1

hVL_3-21

hVK_1_05

hVK_1_06

hVK_1_09

hVK_1_12

hVK_1_16

hVK_1_17

ES 2 696 548 T3

Presen- | Expre- | Termoes- | Estabi- | Estabi- | Valor de | Expre- | Estabi-

tacion sion tabilidad | lidad de | lidad de | la clasifi- | si6on | lidad de
relativa | relativa | de Fab Faben | Faben cacion |relativa | IgG1 en
de Fab | de Fab suero suero de Fab |delgG1| suero
(Cys- de raton | bovino bovino
Display)
0,0 0,3 4 S S 31 0,8 S
0,3 0,2 60 S S 44 0,7 S
0,2 0,2 4 S S 26 0,8 S
0 0,4 S
0,8 1 0,1 S
0,0 0,1 60 S S 39 1,0 S
0,4 0,2 60 S S 43 1,1 S
6,4 11 0,6 S
9.5 0.9 60 S S 86 1.0 S
87 0.6 60 S S 74 0.5 S
8,4 0,6 60 S S 74 0,0 S
8,0 11 0,8 S
0,6 60 S S 58 0,2 S
5.0 0.6 70 S S 7 11 S
8,7 15 0,3 S
0,4 S S 37 0,7 S
0 0,1 S
10,0 0.8 70 S S 94 1.0 S
0,7 60 S S 62 0,6 S
8,8 0,4 4 S S 51 1,3 S
3,2 1,2 S S 72 0,6 S
71 11 60 S S N 1.2 S
0,6 60 S S 59 0,8 S
4,7 8 0,6 S
0 1,0 S
7,0 0,6 60 S S 70 0,3 S
1,8 0,6 60 S S 60 0,3 S
0,8 60 S S 67 0,6 S
0,8 60 S S 64 1,1 S
4,5 0,1 bg S S 30 0,6 S
0,7 60 S S 61 0,8 S
3,2 0,2 60 S S 48 0,4 S
0,4 4 S S 34 0,8 S
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NO

307

308

309

310

311

312

313

VH

hVH_4 04
03

hVH_4 04
03

hVH_4 04
*03

hVH_4 04
*03

hVH_4 04
03

hVH_4 04
03

hVH_4 04
03

hVH_4 04
03

hVH_4 04
03

hVH_4 04
03

hVH_4 04
*03

hVH 4 04
03

hVH 4 04
03

hVH 4 04
03

hVH_4_31
hVH_4_31
hVH_4_31
hVH_4_31
hVH_4_31
hVH_4_31
hVH_4_31
hVH_4_31
hVH_4_31
hVH_4_31
hVH_4_31
hVH_4_31
hVH_4_31
hVH_4_31

VL

hVK_1_27

hVK_1_39

hVK_2_30

hVK_3_11

hVK_3_15

hVK_3_20

hVL_1-40

hVL_1-47

hVL_1-51

hVL_2-11

hVL_2-14

hVL 2-23

hVL 3-1

hVL 3-21
hVK_1_05
hVK_1_06
hVK_1_09
hVK_1_12
hVK_1_16
hVK_1_17
hVK_1_27
hVK_1_39
hVK_2 30
hVK_3 11
hVK_3 15
hVK_3 20
hVL_1-40
hVL_1-47

ES 2 696 548 T3

Presen- | Expre- | Termoes- | Estabi- | Estabi- | Valor de | Expre- | Estabi-

tacion sion tabilidad | lidad de | lidad de | la clasifi- | sion | lidad de
relativa | relativa de Fab Faben | Faben cacion |relativa | IgG1 en
de Fab | de Fab suero suero de Fab |delgG1| suero
(Cys- de raton | bovino bovino
Display)
0,4 60 S S 48 0,9 S
0,2 bg S S 26 1,0 S
0,3 0,5 4 S S 38 0,2 U
0,6 bg S S 43 0,3 S
0,6 60 S S 58 1,1 S
1,1 60 S U 65 1,1 S
1,0 60 S S 75 0,9 S
8,3 14 0,4 S
0,9 60 S S 71 0,6 S
1,0 60 S S 73 0,7 S
0,7 60 S S 63 0,4 S
2,7 1,0 60 S S 7 0.7 S
2,2 0.6 60 S S 63 13 S
5,2 0.7 60 S S 69 0.5 S
0,0 bg S S 21 0,0 bg
0 0,2 bg
0,1 4 S S 23 0,6 S
0,1 60 S 37 0,4 S
0,0 bg S 20 0,0 bg
0,0 bg U bg 1 0,2 bg
0,0 bg S 20 0,0 bg
0,8 60 S 65 0,5 S
0,0 bg S S 20 0,0 bg
0 0,0 bg
0,1 bg S S 24 0,1 S
0 0,4 S
0,0 0,6 60 S S 57 0,8 S
0,0 0,7 60 S S 62 0,1 S
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NO

335
336
337
338
339
340
341
342
343
344
345
346
347
348
349
350
351
352
353
354
355
356
357
358
359
360
361
362
363
364
365
366
367
368
369
370
371

VH

hVH_4_31
hVH_4_31
hVH_4_31
hVH_4_31
hVH_4_31
hVH_4_31
hVH_4_39
hVH_4_39
hVH_4_39
hVH_4_39
hVH_4_39
hVH_4_39
hVH_4_39
hVH_4_39
hVH_4_39
hVH_4_39
hVH_4_39
hVH_4_39
hVH_4_39
hVH_4_39
hVH_4_39
hVH_4_39
hVH 4 39

VL

hVL_1-51
hVL_2-11
hVL_2-14
hvL_2-23
hVL_3-1
hVL_3-21
hVK_1_05
hVK_1_06
hVK_1_09
hVK_1_12
hVK_1_16
hVK_1_17
hVK_1_27
hVK_1_39
hVK_2 30
hVK_3 11
hVK_3 15
hVK_3 20
hVL_1-40
hVL_1-47
hVL_1-51
hVL_2-11
hVL 2-14

hVH_4 39
hVH 4 39

hvL_2-23
hVL 3-1

hVH_4_39
hVH_5_51
hVH_5_51
hVH 5 51

hVL_3-21

hVK_1_05
hVK_1_06
hVK 1 09

hVH_5_51
hVH_5_51
hVH_5_51
hVH_5_51
hVH_5_51
hVH_5_51
hVH_5_51
hVH_5_51

hVK_1_12
hVK_1_16
hVK_1_17
hVK_1_27
hVK_1_39
hVK_2 30
hVK_3 11
hVK_3 15

Presen-
tacion
relativa
de Fab
(Cys-
Display)

0,0

1,4

0,0
1,6

0,7

2,1

0,6

&

0.4
3,7
0,9

1,9

ES 2 696 548 T3

Expre- | Termoes- | Estabi-
sion tabilidad | lidad de
relativa de Fab Fab en
de Fab suero
de raton | bovino

0,9 60

0,5 60 S
0,0 60 S
0,3 60 S
0.4 60 S
0,3 60 S
0,5 4 S
0,3 4 S
0,3 60 S
0,2 4 S
0,3 60 S
0,6 70 S
0,6 60 S
0,9 70 S
0,7 70 S
0,8 60 S
0,6 60 S
0,7 60 S
0.5 60 S
0,6 60 S
0,5 60 S
0,5 60 S
0.5 60 S
0,3 4 S
0,2 60 S
0,3 60 S
0,2 4 S
1,0 60 S

89

Estabi-

lidad de
Fab en
suero

(0]

n o n n

n o n um

(0]

(0]

»w v v nln nu ln

Valor de
la clasifi-
cacion

Expre-
sion
relativa
de Fab |de IgG1

0,3
0,2
0,5
0,3
1,3
0,4
0,3
0,8
0,7
0,9
0,5
1,0
0,4
1,2
0,2
0,2
1,0
1,2
1,1
0,3
0,5
0,3
05
0,4
0.9
0,6
0,4
0,9
05
0,8
0,5
0,6
1,0
1,2
0,7
0,6
1,2

Estabi-
lidad de
IgG1 en
suero
bovino

|l nlnl v v

(on
«Q

N Ol oo no o no nn o o ol vdn o o o O O Ol Ol Oln Olno v n v



NO

372
373
374
375
376
377
378
379
380
381
382
383
384
385
386
387
388
389
390
391
392
393
394
395
396
397
398
399
400

VH VL
hVH_5_51 |hVK_3 20
hVH_5_51 |hVL_1-40
hVH_5_51 |hVL_1-47
hVH_5_51 |hVL_1-51
hVH_5_51 |hVL_2-11
hVH_5_51 |hVL_2-14
hVH 5 51 hVL 2-23
hVH 5 51 hVL 3-1

hVH_5_51 |hVL_3-21
hVH_6_1 |hVK_1 05
hVH 6 1 hVK 1 06
hVH_6_1 |hVK_1_09
hVH_6_1 |hVK 1_12
hVH_6_1 |hVK 1 _16
hVH_6_1 |hVK 1_17
hVH_6_1 |hVK 1 27
hVH_6_1 |hVK 1 39
hVH_6_1 |hVK 2 30
hVH_6_1 |hVK 3 11
hVH 6_1 |hVK 3 15
hVH_6_1 |hVK 3 20
hVH_6_1 |hVL_1-40
hVH_6_1 |hVL_1-47
hVH_6_1 |hVL_1-51
hVH_6_1 |hVL_2-11
hVH_6_1 |hVL_2-14
hVH 6 1 hVL 2-23
hVH_6_1 |hVL_3-1

hVH_6_1 |hVL_3-21

Claves de la Tabla 12:

ES 2 696 548 T3

Presen- | Expre- | Termoes- | Estabi- | Estabi- | Valor de | Expre- | Estabi-

tacion sion tabilidad | lidad de | lidad de | la clasifi- | si6on | lidad de
relativa | relativa | de Fab Faben | Faben cacion |relativa | IgG1 en
de Fab | de Fab suero suero de Fab |delgG1| suero
(Cys- de raton | bovino bovino
Display)
0 1,1 S
1,0 60 S S 72 1,3 S
1,0 60 S S 73 0,8 S
1,1 60 S S 77 0,5 S
0,0 0,7 60 S S 63 0,3 S
2,1 4 0,8 S
3.0 1.0 60 S S 9 0.7 S
3.8 07 60 S S 67 13 S
0 0,7 S
0,7 60 S S 62 0,0 S
3.3 0.6 60 S S 64 1.2 S
5,9 10 1,3 S
1,5 0,0 bg u S 13 1,1 S
0 1,4 S
0,5 60 S S 54 1,3 S
0,5 70 S S 63 1,2 S
0,3 60 S S 45 1,1 S
0,3 4 S S 32 0,3 S
0 0,9 S
0,7 70 S S 70 1,3 S
0,9 60 S S 70 1,3 S
7.2 12 1,4 S
1,1 60 S S 75 0,2 S
1,1 60 S S 75 0,5 S
1,0 1,0 60 S S 73 0,2 S
0 0,4 S
2,1 0.8 60 S S 69 9.4 S
0,5 60 S S 55 1,4 S
0,4 0,8 60 S S 66 0,5 S

Para la presentacion relativa de Fab, la expresion relativa de Fab y la expresion relativa de 1IgG1, los valores ilustran
los niveles en comparacién con un control. Los nimeros mas altos indican niveles mas altos.

Para la termoestabilidad de Fab, los nimeros 60 y 70 indican las parejas de VH/VL que son estables durante 45
minutos a 60°C o 70°C en las condiciones del ensayo. El numero 4 indica parejas inestables frente a la temperatura
y bg (ruido de fondo, del inglés “background”) indica niveles bajos de expresion.

Para la estabilidad de Fab en suero de ratén, la estabilidad de Fab en suero bovino y la estabilidad de IgG1 en suero
bovino, S significa estable, U inestable y bg ruido de fondo, en las condiciones del ensayo.
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Como se ha descrito en los ejemplos anteriores, los genes de la linea germinal de VH y VL predominantes y las
parejas de genes de la linea germinal de VH/VL predominantes se identificaron a partir del repertorio inmune huma-
no, después las secuencias de proteinas de la linea germinal de VH y VL predominantes se analizaron in silico con
el fin de identificar y seleccionar secuencias de proteinas de la linea germinal de la cadena pesada variable y de la
cadena ligera variable que tienen propiedades biofisicas favorables. Como se muestra en la Tabla 5 y las Figuras 2-
3, en general, se seleccionaron las 20 VH mejores, las 8 VA mejores y las 12 Vk mejores para la sintesis, la combi-
nacion y el analisis funcional subsiguiente. Las secuencias de genes de la linea germinal se sintetizaron y luego se
combinaron con el fin de generar 400 parejas de proteinas de la linea germinal que son representativas de las pare-
jas de genes de la linea germinal abundantes, expresadas en el repertorio inmune humano. Las 400 parejas de
proteinas de la linea germinal de VH/VL se sometieron a ensayo para determinar las siguientes propiedades: a)
presentacion relativa después de la produccion en fagos y ELISA para fagos en el formato Fab, b) rendimiento de la
expresion relativa de Fab después de la produccion de Fab en E. coli; lisis celular en E. coli y deteccion con ELISA
del Fab producido; c) estabilidad frente a la temperatura de Fab después de la produccion de Fab en E. coli, lisis
celular en E. coli y la deteccion con ELISA de Fab no desnaturalizado después de la incubaciéon a temperaturas
elevadas; d) estabilidad en suero bovino/raton de Fab procedente de lisados de E. coli mediante la deteccion con
ELISA de Fab no desnaturalizado después de la incubacion en suero bovino/raton; e) rendimiento de la expresion
relativa de IgG1 humana después de la produccion de IgG1 en células de mamifero y deteccion con ELISA de IgG1
secretada procedente de material sobrenadante de un cultivo de células; y f) estabilidad en suero bovino de IgG1
humana mediante deteccion con ELISA de IgG1 no desnaturalizada e incubacion en suero bovino/raton.

Con el uso de los datos proporcionados en la Tabla 12, un experto en la técnica podria identificar faciimente las
parejas de proteinas de la linea germinal que tienen propiedades biofisicas favorables.

En general, se seleccionaron las parejas de proteinas de la linea germinal que tienen un valor umbral en cada pro-
piedad funcional para su incorporacion en las colecciones. Por ejemplo, en algunas realizaciones, se seleccionaron
parejas de proteinas de la linea germinal que comprenden la totalidad de las siguientes propiedades para su incor-
poracion en una coleccion: i) una tasa de presentacion relativa en formato Fab que comprende un valor dentro del
75% mejor de los Fabs en la muestra; ii) un rendimiento de la expresion en formato Fab de al menos 0,4, en compa-
racion con Fab VH1-69 VLA _VI1-40 AYA,; iii) una estabilidad térmica a 60°C o mas durante al menos 45 minutos en
formato Fab; iv) una estabilidad en suero bovino o de ratéon en formato Fab durante mas de diez dias a 37°C; v) un
rendimiento de la expresion en formato IgG de al menos 0,4, en comparacion con MOR03080; y vi) una estabilidad
en suero en formato IgG durante catorce dias a 37°C. La Tabla 32 muestra en negrita y subrayadas las parejas de
proteinas de la linea germinal que comprenden la totalidad de esas propiedades funcionales.

Como se ha descrito anteriormente, sin embargo, las parejas de proteinas de la linea germinal que tienen una o
varias de las propiedades funcionales se pueden seleccionar para su incorporacion en colecciones. En este caso, se
ha creado una clasificacion total de las 400 parejas de proteinas de la linea germinal del ensayo, de manera que
cada pareja de proteinas de la linea germinal se pudiera clasificar respecto a otra para dar valor a cada una de las
propiedades funcionales del ensayo. Esto permitio a los inventores seleccionar una o varias parejas de proteinas de
la linea germinal que tenian una o mas o todas las propiedades funcionales enumeradas. En algunas realizaciones,
las colecciones comprenden todas las parejas de proteinas de la linea germinal que tienen las caracteristicas ante-
riores. En algunas realizaciones, la coleccion comprende las parejas de proteinas de la linea germinal que tienen la
puntuacion total mas alta de las 400 parejas del ensayo. En algunas realizaciones, las parejas de proteinas de la
linea germinal que tienen puntuaciones totales dentro del 10% mejor, 20% mejor o 30% mejor de las 400 parejas del
ensayo, se seleccionaron para su incorporacion en las colecciones.

Ejemplo 9: Prueba adicional de ~ 100 parejas de VH/VL

De las 400 parejas de proteinas de la linea germinal sometidas a ensayo anteriormente (resultados mostrados en la
Tabla 12), 95 fueron seleccionadas para una prueba adicional. La prueba anterior de las 400 parejas de proteinas de
la linea germinal para estudiar la presentacion, el rendimiento de la expresion, la estabilidad térmica y en suero,
sirvid como un filtro preliminar para eliminar las parejas de proteinas de la linea germinal que no tenian las carac-
teristicas que se consideraban favorables para un desarrollo terapéutico. El objetivo era seleccionar un subgrupo de
parejas de proteinas de la linea germinal que tenian caracteristicas favorables para la capacidad de desarrollo,
mientras que al mismo tiempo conservaban un nivel elevado de diversidad dentro de una coleccién, de modo que la
coleccion se podia utilizar para identificar candidatos con capacidad de desarrollo contra cualquier antigeno.

La Tabla 12 muestra ~60 parejas de proteinas de la linea germinal en negrita y subrayadas que habian alcanzado
los valores umbrales de una realizacion de la descripcion. De las 95 parejas de proteinas de la linea germinal selec-
cionadas para la prueba adicional, algunas se eligieron porque cumplian los criterios anteriores, y era deseable so-
meterlas a ensayo adicionalmente. Otras se eligieron, a pesar de no alcanzar ciertos umbrales, de modo que esas
parejas se podian evaluar de nuevo. Una vez mas, uno de los objetivos de la presente descripcion es proporcionar
una coleccion diversa que se pueda utilizar para identificar anticuerpos o fragmentos contra cualquier antigeno. Las
95 parejas de proteinas de la linea germinal que se muestran en las Figuras 16-24 se sintetizaron como se ha des-
crito en el Ejemplo 5. Después de la sintesis y la expresiéon en formatos Fab e IgG1, las 95 parejas de proteinas de
la linea germinal se sometieron a ensayo adicionalmente en formato Fab e IgG1 para estudiar lo siguiente a) rendi-
miento de la expresion de Fab purificado en mg/L (cultivo de expresion), b) contenido monomérico de Fab purificado
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(% de monomero), c) estabilidad térmica de Fab purificado en °C, d) rendimiento de la expresién de 1gG1 purificada
en mg/L (cultivo celular), e) contenido monomérico de IgG1 purificada (% de mondmero), f) estabilidad térmica de
IgG1 purificada en °C, g) punto isoeléctrico de IgG1 y h) pruebas de estrés de IgG con exposicién a acido, incluyen-
do fluorometria de barrido diferencial (DSF), absorcion, dispersion de luz dinamica y tinciéon de particulas.

Ejemplo 9.1 Prueba de Fab purificado

Los fragmentos Fab que representaban cada una de las 95 parejas de proteinas de la linea germinal seleccionados
para la prueba adicional, se expresaron en E. coli y se purificaron. La expresion de los fragmentos Fab en células E.
coli TG-1 F se llevd a cabo en cultivos de 500 ml de medio 2xYT complementado con 0,1% de glucosa y cloranfeni-
col. Los cultivos se agitaron hasta que la DO600nm alcanzé 0,5. La expresion de Fab fue inducida por la adicion de
IPTG (isopropil-B-D-tiogalactopirandsido) y continuando el cultivo por la noche. Las células se recogieron y se rom-
pieron usando lisozima. Los fragmentos Fab marcados con His6 (SEQ ID NO: 203) se aislaron por medio de IMAC
(Bio-Rad, Munich, Alemania) y eluyeron utilizando imidazol. EI cambio de tampén a 1X PBS de Dulbecco (pH 7,2,
Invitrogen, Darmstadt, Alemania) se realizé utilizando columnas PD10 (GE Healthcare, Munich, Alemania). Las
muestras se filtraron de forma estéril (0,2 pm).

Ejemplo 9.1.1 Determinacién del rendimiento de la expresion de Fab purificado

Las concentraciones de proteina de los fragmentos Fab purificados representan cada una de las 95 parejas de pro-
teinas de la linea germinal determinadas por espectrofotometria UV (Nanodrop, Peqlab, Erlangen, Alemania). El
coeficiente de extinciéon usado era 1,538 ml/mg y se midi6 la absorbancia a 280 nm. Los resultados se muestran en
las Figuras 16-18.

Ejemplo 9.1.2 Determinacién de la estabilidad térmica de Fab purificado

La estabilidad térmica de los fragmentos Fab purificados que representaban cada una de las 95 parejas de proteinas
de la linea germinal se determinaron mediante fluorometria de barrido diferencial (DSF). La fluorometria de barrido
diferencial (DSF) es una técnica basada en un colorante de fluorescencia que controla la falta de plegamiento térmi-
co (punto de fusién) de una proteina de interés. Los cambios en la fluorescencia de un colorante hidréfobo que inter-
acciona con las cadenas laterales de aminoacidos hidréfobos de la proteina desplegada, se controlan a través de
una rampa de temperatura.

Se utilizaron los siguientes materiales: colorante fluorescente Sypro Orange (Sigma, #S5692); placas de PCR de
iCycler iQ, de 96 pocillos (BioRad, #2239441); adhesivo sellador Microseal B (Biorad #MSB-1001); lecho éptico de
96 pocillos (Biorad, #ADR3296); termociclador iCycler iQ5 (Biorad) y D-PBS de Gibco, pH 7,4 (Invitrogen, Paisley,
EE.UU.).

El colorante Sypro Orange diluido se afiadié a cada pocillo de una placa de PCR de iCycler iQ de 96 pocillos y las
muestras se sometieron a ensayo a una concentracion final de al menos 0,1 mg/ml. Se us6 el termociclador iCycler
iQ5 (Biorad) para la prueba. Se realizé un barrido de la temperatura desde 20°C a 95°C con una tasa de calenta-
miento de 60°C/h, y la temperatura de la falta de plegamiento se calculé mediante un analisis del punto medio de la
transicion de fluorescencia. Los resultados se muestran en las Figuras 16-18 en la columna Thermafluor de Fab
purificado.

Ejemplo 9.1.3 Separacién de Fab purificado mediante cromatografia de exclusién por tamario

El contenido monomérico (% de mondmero) de fragmentos Fab purificados que representaban cada una de las 95
parejas de proteinas de la linea germinal, se determind mediante cromatografia de exclusion por tamario (SEC). La
SEC se realizé en un sistema AKTA Purifier (GE Healthcare Europe GmbH, Friburgo, Alemania). Para la separacion
se utilizé una columna Superdex 75 HR 10/30 (GE Healthcare Europe GmbH, Friburgo, Alemania). Para cada mues-
tra se cargaron 10 pl de proteina en la columna, la separacion se realizé con un caudal de 0,05 ml/min y se registré
mediante el analisis de la absorcién UV a 260 y 280 nm. El tampdn de ejecucion estaba compuesto por D-PBS de
Gibco, pH 7,4 (Invitrogen, Paisley, EE.UU.). Los resultados se muestran en las Figuras 16-18.

Ejemplo 9.2 Expresién y purificacion de IgG1

Las IgG1s que representaban cada una de las 95 parejas de proteinas de la linea germinal seleccionadas para una
prueba adicional, se expresaron en células HKB11. Las células HKB11 eucariotas se transfectaron con una relaciéon
1:1 de ADN del vector de expresion de la cadena pesada y ligera de IgG. El material sobrenadante del cultivo celular
se recogio del dia 3 al 4 después de la transfeccion y se sometié a cromatografia de afinidad con proteina A (Mab-
Select SURE, GE Healthcare, Munich, Alemania). EI cambio de tampdn se realizé con PBS 1 x de Dulbecco (pH 7,2,
Invitrogen, Darmstadt, Alemania) y las muestras se filtraron de forma estéril (tamafo de poro 0,2 pm).

Ejemplo 9.2.1 Determinacién del rendimiento de la expresiéon de IgG1 purificada

Las concentraciones proteicas de IgG1s purificadas que representaban cada una de los 95 parejas de proteinas de
la linea germinal, se determinaron por espectrofotometria UV (Nanodrop, Peglab, Erlangen, Alemania). El coeficiente
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de extincion usado era 1,369 ml/mg y se midi6 la absorbancia a 280 nm. Los resultados se muestran en las Figuras
16-18.

Ejemplo 9.2.2 Determinacién de la estabilidad térmica de IgG1 purificada

La estabilidad térmica de IgG1 de las IgG1s purificadas se determiné mediante fluorometria de barrido diferencial
(DSF) como se describe en el método 9.1.2. Los valores mostrados para cada IgG representan los eventos de falta
de plegamiento que tienen lugar dentro de las regiones variables de la IgG. Los valores que representan una falta de
plegamiento de la porcion Fc no se muestran, ya que generalmente son idénticos para cada IgG1 humana. Los re-
sultados se muestran en las Figuras 16-18.

Ejemplo 9.2.3 Separacion de la IgG1 purificada mediante cromatografia de exclusién por tamafio

El contenido monomérico (% de mondmero) de IgG1 purificada que representaba cada una de las 95 parejas de
proteinas de la linea germinal, se determiné mediante cromatografia de exclusién por tamafio (SEC). La HP-SEC se
realiz6 en un sistema de HPLC Dionex UltiMate 3000 Titanium (Dionex Corporation, Germering, Alemania) en com-
binacion con Wyatt miniDAWN Treos y Wyatt Optilab rEX (Wyatt Technology Europe, Dernbach, Alemania). Para la
separacion se utilizé una columna Tosoh TSK-Gel G3000SWxI (Tosoh Bioscience, Stuttgart, Alemania). Para cada
muestra se cargaron 15 ug de proteina en la columna, la separacion se realizé con un caudal de 0,5 ml/min y se
registré analizando la absorcion UV a 280 nm. El tampdn de ejecucion estaba compuesto por D-PBS de Gibco, pH
7,4 (Invitrogen, Paisley, EE.UU.). Los resultados se muestran en las Figuras 16-18.

Ejemplo 9.2.4 Calculo del punto isoeléctrico (pl) de IgG1 purificada

Se calcul6 el punto isoeléctrico de cada pareja de proteinas de la linea germinal en formato IgG1. Los métodos para
determinar el pl de una proteina son conocidos por un experto en la técnica. Por ejemplo, se pueden emplear las
siguientes herramientas: http://www.expasy.org/tools/pi_tool.html; Vector NTI (Invitrogen, Carlsbad, California). Los
resultados se muestran en las Figuras 16-18.

Ejemplo 9.2.5 Prueba de estrés de 1gG1 purificada con exposicién a acido

Como una etapa de la inactivacion de virus es un proceso estandar, durante el procesamiento posterior (DSP) de
Quimica, Fabricacion y Control (CMC), se puso a prueba la capacidad de las 95 parejas de proteinas de la linea
germinal para soportar la exposicion a acido mediante la reduccion del pH y registrando los datos sensibles a la
agregacion para cada una de las IgG1s. Cada una de las parejas de proteinas de la linea germinal se suministré en
formato de placa de 96 pocillos profundos con una concentracion de 2 mg/mL. Se transfirieron 150 pL de cada una a
una placa de 96 pocillos. La caracterizacion inicial se realizé mediante mediciones de la absorcion, dispersién de luz
dinamica (DLS), fluorometria de barrido diferencial (DSF) y tincién de particulas. Las muestras se acidificaron usan-
do 1,8 pL de citrato 1 M pH 2,3. Las muestras se neutralizaron después de 2,5 horas utilizando Tris 1 M pH 9,0.

Ejemplo 9.2.5 (a) Fluorometria de barrido diferencial de IgG1 purificada

Con el fin de evaluar la estabilidad térmica antes y después de la exposicion al acido de IgG1s que representaban
cada una de las 95 parejas de proteinas de la linea germinal seleccionadas para la prueba adicional, se realizé una
fluorometria de barrido diferencial (DSF) como se ha descrito en el Ejemplo 9.1.2. Los valores mostrados para cada
IgG representan los eventos de falta de plegamiento que tienen lugar dentro de las regiones variables de la IgG. Los
valores que representan la falta de plegamiento de la porcién Fc no se muestran, ya que generalmente son idénticos
para cada IgG. Si los valores de la Tm (punto de fusién aparente) antes y después de la exposicién al acido son
iguales, entonces la estructura molecular del anticuerpo no estaba afectada por el acido o era capaz de volver a
plegarse de manera eficaz después de la exposicion. Los resultados se muestran en las Figuras 19, 21 y 23.

Ejemplo 9.2.5 (b) Absorcién UV/Vis de 1gG1 purificada

Con el fin de identificar las muestras que se agregan, se registro la turbidez a 320 nm. La turbidez de las soluciones
de IgG se evaluod antes y después de exponer a acido soluciones de IgG que representaban cada una de las 95
parejas de proteinas de la linea germinal seleccionadas para una prueba adicional. Los resultados se muestran en
las Figuras 19, 21 y 23. La absorcion basal era de 0,035 unidades de extincion esperadas para soluciones transpa-
rentes. Un aumento de la absorcion es debido a la dispersion de luz que da como resultado un aumento de la absor-
cion. Los valores superiores a 0,039 tienen probabilidad de contener agregados. Los valores superiores a 0,045
indican una presencia clara de agregados. Los valores superiores a 0,06 representan niveles de agregacion criticos
que se encontraron para moléculas con una estabilidad extremadamente desfavorable.

Ejemplo 9.2.5 (c) Dispersién de luz dindmica de 1gG1 purificada

Ademas, la dispersion de luz dinamica (DLS) se realizé en cada IgG1 que representaba las 95 parejas de proteinas
de la linea germinal seleccionadas. La dispersion de luz dinamica (DLS) es un método espectroscopico para evaluar
el radio hidrodinamico de particulas en soluciéon. Todos los experimentos de DLS se realizaron con un sistema de
cubeta DynaPro Titan (Wyatt Technology Europe, Dernbach, Alemania).
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En caso de una contaminacion visible de las particulas después de la prueba de estrés, las IgGs se centrifugaron
con el fin de eliminar los agregados grandes. Las Figuras 20, 22 y 24 muestran el radio de particula aparente y la
polidispersidad correspondiente a la IgG1 monomérica encontrada en las preparaciones antes y después del trata-
miento con acido. Los datos se evaluaron de acuerdo con el radio calculado del andlisis acumulativo. Ademas del
radio hidrodinamico, se evalud el % de polidispersidad de las preparaciones. Un aumento de la polidispersidad
(>15%) indica una agregacion potencial de las moléculas de 1gG, lo que conduce a una distribucion heterogénea del
tamafio de particula. Las particulas con un peso molecular alto (HMW) claramente distinguible de la 1gG (radio > 3
veces) no se indican en la tabla. Todos los resultados de DLS se muestran en las Figuras 20, 22 y 24.

Ejemplo 9.2.5 (d) Tincién de particulas de IgG1 purificada

Con el fin de evaluar la cantidad y la morfologia de los agregados visibles, la tincion de particulas se llevé a cabo
antes y después de la exposicion a acido en cada IgG1 que representaban las 95 parejas de proteinas de la linea
germinal seleccionadas. Se emplearon los siguientes reactivos para filtrar y tefiir las particulas en las preparaciones
de IgG: filtro estéril Ultrafree-CL de 0,22 ym (Millipore, #UFC40GV0S); conjugado de AP y cadena ligera lambda
anti-humano, (Sigma #A-2904); agente de revelado para los conjugados de AP, Fast BCIP/NBT, (Sigma #B-5655);
Roti®-ImmunoBlock (Roth #T144.1); solucion de detencion de la fosfatasa alcalina (Sigma #A5852-100ML); TBS: Tris
0,05 M; NaCl 0,15 M; TBS con 0,1% de Tween 20; y NaCl 5 M.

La solucion de proteina se filtré a través de un filiro de 0,22 uym y los agregados de anticuerpo restantes se tifieron
posteriormente usando el anticuerpo anti Fab2 humano conjugado con fosfatasa alcalina y un agente de revelado de
la transferencia Western. El ensayo se realizé de acuerdo con el manual del fabricante. Las muestras se clasificaron
posteriormente mediante inspeccion visual en el rango de 1-4, con categoria 1 que representaba un contenido muy
bajo en particulas y la categoria 4 que representaba una carga elevada de particulas de la preparacion. Todos los
resultados de la tincion de particula se muestran en las Figuras 20, 22 y 24.

Ejemplo 9.2.6 Prueba de estrés de IgG1 purificada con agitacién

La capacidad de los anticuerpos o fragmentos de anticuerpos para resistir las fuerzas de cizallamiento es un criterio
util ya que las etapas de filtracion no se pueden evitar durante el procesamiento. Por lo tanto, las 95 parejas de pro-
teinas de la linea germinal se sometieron a ensayo en formato IgG1 usando una perla de vidrio que se aceler6 en
una placa de 96 pocillos sobre un agitador orbital a 550 rpm en una placa de pocillos profundos. Se sometieron a
este tratamiento 350 L de cada IgG. De cada una se transfirieron 150 yL a una placa de 96 pocillos. La caracteriza-
cion inicial se realiz6 mediante mediciones de la absorcion, dispersion de luz dinamica (DLS), fluorometria de barrido
diferencial (DSF) y tincion de particulas.

Ejemplo 9.2.6 (a) Absorcién UV/VIS de IgG1 purificada

Con el fin de identificar las muestras que se agregan, se registro la turbidez a 320 nm. La turbidez de las soluciones
de IgG que representaban cada una de las 95 parejas de proteinas de la linea germinal seleccionadas para una
prueba adicional, se evalud antes y después de la exposicion al estrés. Los resultados se muestran en las Figuras
49, 51 y 53. La absorcion basal era de 0,035 unidades de extincion esperada para soluciones transparentes. Un
aumento de la absorcion es debido a la dispersion de luz que da como resultado un aumento de la absorcién. Los
valores superiores a 0,039 tienen probabilidad de contener agregados. Los valores superiores a 0,045 indican una
presencia clara de agregados. Los valores superiores a 0,06 representan niveles de agregacion criticos que se en-
contraron para moléculas con una estabilidad extremadamente desfavorable.

Ejemplo 9.2.6 (b) Fluorometria de barrido diferencial de IgG1 purificada

Con el fin de evaluar la estabilidad térmica antes y después de la exposicion al acido de IgG1s que representaban
cada una de las 95 parejas de proteinas de la linea germinal seleccionadas para la prueba adicional, se realizé la
fluorometria de barrido diferencial (DSF) como se ha descrito en el Ejemplo 9.1.2. Los valores mostrados para cada
IgG representan los eventos de falta de plegamiento que tienen lugar dentro de las regiones variables de la IgG. Los
valores que representaban la falta de plegamiento de la porcién Fc no se muestran, ya que generalmente son idénti-
cos para cada IgG1 humana. Los resultados se muestran en las Figuras 50, 52 y 54.

Ejemplo 9.2.6 (c) Dispersién de luz dindmica de IgG1 purificada

Ademas, la dispersion de luz dinamica (DLS) se realizé en cada IgG1 que representaban las 95 parejas de proteinas
de la linea germinal seleccionadas. La dispersion de luz dinamica (DLS) es un método espectroscopico para evaluar
el radio hidrodinamico de particulas en soluciéon. Todos los experimentos de DLS se realizaron con un sistema de
cubeta DynaPro Titan (Wyatt Technology Europe, Dernbach, Alemania).

En caso de una contaminacion visible de las particulas después de la prueba de estrés, las IgGs se centrifugaron
con el fin de eliminar los agregados grandes. Las Figuras 50, 52 y 54 muestran el radio de particula aparente y la
polidispersidad correspondiente a la IgG1 monomérica encontrada en las preparaciones después del tratamiento con
estrés. Los datos se evaluaron de acuerdo con el radio calculado del analisis acumulativo. Ademas del radio hidro-
dinamico, se evalud el % de polidispersidad de las preparaciones. Un aumento de la polidispersidad (>15%) indica
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una agregacion potencial de las moléculas de 1gG, lo que conduce a una distribucion heterogénea del tamafo de
particula. Las particulas con un peso molecular alto (HMW) claramente distinguible de la IgG (radio > 3 veces) no se
indican en la tabla. Todos los resultados de DLS se muestran en las Figuras 50, 52 y 54.

Ejemplo 9.2.6 (d) Tincién de particulas de IgG1 purificada

Con el fin de evaluar la cantidad y la morfologia de los agregados visibles, la tincion de particulas se llevé a cabo
antes y después de la exposicion a estrés en cada IgG1 que representaban las 95 parejas de proteinas de la linea
germinal seleccionadas. Se emplearon los siguientes reactivos para filtrar y tefir las particulas en las preparaciones
de IgG: filtro estéril Ultrafree-CL de 0,22 ym (Millipore, #UFC40GV0S); conjugado de AP y cadena ligera lambda
anti-humano (Sigma #A-2904); agente de revelado para conjugados de AP, Fast BCIP/NBT, (Sigma #B-5655); Roti®-
ImmunoBlock (Roth #T144.1); solucién de detencion de la fosfatasa alcalina (Sigma #A5852-100ML); TBS: Tris 0,05
M; NaCl 0,15 M; TBS con 0,1% de Tween 20; y NaCl 5 M.

La solucion de proteina se filtré a través de un filiro de 0,22 uym y los agregados de anticuerpo restantes se tifieron
posteriormente usando el anticuerpo anti Fab2 humano conjugado con fosfatasa alcalina y un agente de revelado de
la transferencia Western. El ensayo se realizé de acuerdo con el manual del fabricante. Las muestras se clasificaron
posteriormente mediante inspeccion visual en el rango de 1-4, con la categoria 1 que representaba un contenido
muy bajo en particulas y la categoria 4 que representaba una carga elevada de particulas de la preparacion. Todos
los resultados de la tincion de particula se muestran en las Figuras 50, 52 y 54.

Ejemplo 9.2.7 Puntuaciéon acumulada de las pruebas de estrés de IgG

Con el fin de ayudar a evaluar los resultados de las pruebas de estrés, tanto de la exposicion al acido como de la
agitacion con perlas de vidrio, se creé un sistema de puntuacion para que las parejas de proteinas de la linea germi-
nal se pudieran comparar. A cada punto correspondiente a un dato tomado en los Ejemplos 9.2.5 (a-d), resultados
mostrados en las Figuras 19-24 y los Ejemplos 9.2.6 (a-d), resultados mostrados en las Figuras 49-54, se le otorgd
una puntuacioén que variaba de 0-100 (0, 25, 75 o0 100) y las puntuaciones se sumaron para generar una puntuacion
acumulada. Los valores de la estabilidad térmica identificados en los Ejemplos 9.2.5 (a) y 9.2.6 (b) eran puntuacio-
nes no otorgadas.

Las Figuras 55 y 56 muestran las puntuaciones de las pruebas de estrés para las parejas de proteinas de la linea
germinal 1-32 de los ejemplos 9.2.5-9.2.6. Cada puntuacion es una representacion de los puntos de datos sin proce-
sar mostrados en las Figuras 19, 20, 49 y 50. Las Figuras 19-20 muestran la respuesta a la exposicion al acido y las
Figuras 49-50 muestran la respuesta a la agitacion con perlas de vidrio. La Figura 56 muestra la puntuacién acumu-
lada, que es la adicién de cada una de las puntuaciones mostradas en las Figuras 55 y 56.

Las Figuras 57 y 58 muestran las puntuaciones de las pruebas de estrés para las parejas de proteinas de la linea
germinal 33-64 de los ejemplos 9.2.5-9.2.6. Cada puntuacion es una representacion de los puntos de datos sin pro-
cesar mostrados en las Figuras 21, 22, 51 y 52. Las Figuras 21-22 muestran la respuesta a la exposicién al acido y
las Figuras 51-52 muestran la respuesta a la agitacion con perlas de vidrio. La Figura 58 muestra la puntuacion
acumulada, que es la adicion de cada una de las puntuaciones mostradas en las Figuras 57 y 58.

Las Figuras 59 y 60 muestran las puntuaciones de las pruebas de estrés para las parejas de proteinas de la linea
germinal 65-95 de los ejemplos 9.2.5-9.2.6. Cada puntuacién es una representacion de los puntos de datos sin pro-
cesar mostrados en las Figuras 23, 24, 53 y 54. Las Figuras 23-24 muestran la respuesta a la exposicion al acido y
las Figuras 53-54 muestran la respuesta a la agitacion con perlas de vidrio. La Figura 60 muestra la puntuacion
acumulada, que es la adicion de cada una de las puntuaciones mostradas en las Figuras 59 y 60.

Ejemplo 10: Seleccion de la composicidon una coleccién

En resumen, se seleccionaron 400 parejas de proteinas de la linea germinal, como se ha descrito en el Ejemplo 4.
Estas 400 son una representacion de la diversidad de parejas de proteinas de la linea germinal que existen en el
repertorio inmune humano. Las 400 parejas de proteinas de la linea germinal se sometieron a ensayo como se ha
descrito en los Ejemplos 6-7. De las 400, 95 se sometieron a ensayo adicionalmente como se ha descrito en el
Ejemplo 9.

Las 95 parejas de proteinas 95 de la linea germinal se compararon teniendo en consideracion los siguientes facto-
res: a) tasa de presentacion de Fab; b) rendimiento de la expresién de Fab, c) estabilidad térmica de Fab; d) estabi-
lidad en suero de Fab; e) contenido monomérico (% de monémero) de Fab mediante SEC; f) rendimiento de la ex-
presion de 1gG1; g) estabilidad térmica de IgG1; h) estabilidad en suero de IgG1; i) contenido monomérico (% de
monomero) de IgG1 mediante SEC; y j) punto isoeléctrico (pl) de IgG1. Los datos para cada uno de estos factores
se muestran en las Figuras 16-18. Estos factores se correlacionan bien con la capacidad de desarrollo de los anti-
cuerpos terapéuticos.

La tasa de presentacién de Fab es un factor importante en la seleccion de anticuerpos o de fragmentos contra un
antigeno. Los Fabs que se presentan con una tasa elevada tienen una mayor probabilidad de estar expuestos al
antigeno durante una seleccion. Una tasa de presentacion elevada de cada uno de los diversos Fab asegura que
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toda la diversidad de la coleccién esta expuesta a un antigeno durante la seleccién. La tasa de presentacion de Fab
se identificé en el Ejemplo 6.2, en donde la referencia era un patron interno (preparacion del fago de referencia
HuCAL GOLD (VH3 kappa + lambda)). La preparacion de HUCAL GOLD VH3 es una preparacion con una presenta-
cion elevada. La tasa de presentacion de Fab es un factor importante y era util en la reduccion de las 400 parejas a
95 para la prueba adicional, pero en algunas realizaciones no se considerd un factor determinante en la seleccién de
parejas de proteinas de la linea germinal para su incorporacion en colecciones.

El rendimiento de la expresion de Fab e IgG1 es importante ya que los anticuerpos o los fragmentos seleccionados
contra un antigeno, primero se deben someter a ensayo, frecuentemente in vitro o in vivo para determinar la activi-
dad funcional, a continuacion, en las especies tox y finalmente en los seres humanos para los ensayos clinicos. Es
muy importante que los anticuerpos o los fragmentos seleccionados contra un antigeno se puedan expresar de for-
ma eficaz en cantidad suficientemente alta como para soportar todas las diversas pruebas requeridas para el desa-
rrollo terapéutico y para el suministro del ensayo clinico y la comercializacion. El rendimiento de la expresion (mg de
Fab purificado/L de cultivo de expresién) de los Fab purificados se identifico en el Ejemplo 9.1.1 (resultados mostra-
dos en las Figuras 16-18) y, en una realizacion de la descripcion, se seleccion6é un umbral de al menos 2,5 mg/L. En
otras realizaciones, se seleccionaron otros umbrales. El rendimiento de la expresion (mg de IgG1 purificada/L de
cultivo celular) de IgG1 purificada se identifico en el Ejemplo 9.2.1 (resultados mostrados en las Figuras 16-18) y, en
una realizacién de la descripcion, se seleccioné un umbral de al menos 30,0 mg/L. En otras realizaciones, se selec-
cionaron otros umbrales.

La estabilidad térmica es un factor importante ya que proteinas, tales como, los anticuerpos, son sensibles a altas
temperaturas, por lo tanto, es esencial disponer de anticuerpos capaces de soportar los requisitos asociados con el
almacenamiento y el transporte, con el fin de distribuir agentes terapéuticos en todo el mundo y que tengan una vida
util larga. La estabilidad térmica de Fab purificado se determiné en el Ejemplo 9.1.2 (resultados mostrados en las
Figuras 16-18) y, en una realizacion de la descripcion, se seleccioné un umbral de al menos 70°C. En otras realiza-
ciones, se seleccionaron otros umbrales. Se determind la estabilidad térmica de IgG1 purificada en el Ejemplo 9.2.2
(resultados mostrados en las Figuras 16-18), el valor indicado representa la desestabilizacion de los dominios varia-
bles y, en una realizacion, se seleccioné un umbral de al menos 73°C. En otras realizaciones, se seleccionaron otros
umbrales.

La estabilidad en suero es un factor importante para anticuerpos terapéuticos ya que las proteinas terapéuticas de-
ben conservar la eficacia y la conformacion funcional a pesar de estar expuestas a las proteasas del suero presentes
en el suero humano. La estabilidad en suero de las parejas de proteinas de la linea germinal se determiné por los
métodos descritos en los Ejemplos 6.5, y 7.2. La estabilidad en suero es importante, pero no se considerd un factor
determinante en la seleccion de parejas de proteinas de la linea germinal ya que el ensayo tendia a producir resul-
tados falsos negativos en algunos casos.

El contenido monomérico (% de mondmero) determinado por cromatografia de exclusion por tamario (SEC) es un
factor importante, ya que se correlaciona bien con la propension a la agregacion. La agregacion es un problema
comun en el desarrollo de proteinas terapéuticas, que conduce a una inactivacion, falta de homogeneidad y pérdida
de produccion de la proteina terapéutica. El contenido monomeérico (% de monémero) determinado por cromatograf-
ia de exclusion por tamarfio (SEC) se determiné en ambos formatos Fab purificado e IgG1 purificada, por los méto-
dos descritos en los Ejemplos 9.1.3 y 9.2.3 (resultados mostrados en las Figuras 16-18). El contenido monomérico
(% de monodmero) de Fab purificado se determind en el Ejemplo 9.1.3 y, en una realizacién, se seleccioné un umbral
de al menos 98%. En ofras realizaciones, se seleccionaron otros umbrales. El contenido monomeérico (% de monoé-
mero) de IgG1 purificada se determiné en el Ejemplo 9.2.3 y, en una realizacion, se selecciond un umbral de al me-
nos 99%. En otras realizaciones, se seleccionaron otros umbrales.

El punto isoeléctrico (pl) predice la solubilidad a un cierto pH. Cuando el pH de la solucién es significativamente
diferente del pl de una proteina dada, la proteina es soluble. El punto isoeléctrico es importante, pero en algunas
realizaciones no se considerd que fuera un factor determinante en la seleccion de parejas de proteinas de la linea
germinal.

En una realizacion de la presente descripcion, se seleccionaron los umbrales para cada criterio de la siguiente ma-
nera: a) rendimiento de la expresion de Fab purificado (como se describe en el Ejemplo 9.1.1) de al menos 2,5 mg/L;
b) rendimiento de la expresion IgG1 purificada (como se describe en el Ejemplo 9.2.1) de al menos 30,0 mg/L; c)
estabilidad térmica de Fab purificado (como se describe en el Ejemplo 9.1.2) de al menos 70°C; d) estabilidad térmi-
ca de IgG1 purificada (como se describe en el Ejemplo 9.2.2) de al menos 73°C; e) contenido monomérico de Fab
purificado (como se describe en el Ejemplo 9.1.3) de al menos 98%; y f) contenido monomérico de IgG1 purificada
(como se describe en el Ejemplo 9.2.3) de al menos 99%. Las siguientes parejas de proteinas de la linea germinal
(54) se identificaron por tener esas actividades funcionales superiores relacionadas con la capacidad de desarrollo,
ya que cada una de las siguientes parejas tenia valores iguales o mejores que estos umbrales (datos mostrados en
las Figuras 16-24): VH1-18 (SEQ ID NO: 204)/VK1-39 (SEQ ID NO: 236); VH1-18 (SEQ ID NO: 204)/VK3-15 (SEQ
ID NO: 238); VH1-18 (SEQ ID NO: 204)/VK3-20 (SEQ ID NO: 239); VH1-46 (SEQ ID NO: 205)/VK3-15 (SEQ ID NO:
238); VH1-46 (SEQ ID NO: 205)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH1-46 (SEQ ID NO: 205)/VL3-21 (SEQ ID NO: 257);
VH1-69*01 (SEQ ID NO: 206)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VK1-12 (SEQ ID NO: 233);
VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VK1-16 (SEQ ID NO: 234); VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VK1-27 (SEQ ID NO: 235); VH3-07
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(SEQ ID NO: 207)/VK1-39 (SEQ ID NO: 236); VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH3-07 (SEQ
ID NO: 207)/VL1-47 (SEQ ID NO: 251); VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH3-11 (SEQ ID NO:

208)/VK1 -05 (SEQ ID NO: 230); VH3-11 (SEQ ID NO: 208)/VK1-39 (SEQ ID NO:

208)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH3-11 (SEQ ID NO: 208)/VL1-40 (SEQ ID NO:

208)/VL1 -47 (SEQ ID NO: 251); VH3-11 (SEQ ID NO: 208)/VL1 -51 (SEQ ID NO:
208)/VL2-23 (SEQ ID NO: 255); VH3-15 (SEQ ID NO: 209)/VK1 -05 (SEQ ID NO:

209)/VK1-06 (SEQ ID NO: 231); VH3-15 (SEQ ID NO: 209)/VK1-12 (SEQ ID NO:

236); VH3-11 (SEQ ID
250); VH3-11 (SEQ ID
252); VH3-11 (SEQ ID
230); VH3-15 (SEQ ID
233); VH3-15 (SEQ ID

NO:
NO:
NO:
NO:
NO:

209)/VK1-16 (SEQ ID NO: 234); VH3-15 (SEQ ID NO: 209)VK1 -27 (SEQ ID NO:
209)/VK3-11 (SEQ ID NO: 237); VH3-15 (SEQ ID NO: 209)/VL1-40 (SEQ ID NO:
209)/VL1-47 (SEQ ID NO: 251); VH3-15 (SEQ ID NO: 209)VL1-51 (SEQ ID NO:
209)/VL2-14 (SEQ ID NO: 254); VH3-21 (SEQ ID NO: 210)/VK1-12 (SEQ ID NO:
210)/VK1 -27 (SEQ ID NO: 235); VH3-21 (SEQ ID NO: 210)VL2-11 (SEQ ID NO:
211)/VK1 -39 (SEQ ID NO: 236); VH3-23 (SEQ ID NO: 211)/VK3-15 (SEQ ID NO:
211)/VL2-23 (SEQ ID NO: 255); VH3-23 (SEQ ID NO: 211)VL3-1 (SEQ ID NO:
212)/VK3-20 (SEQ ID NO: 239); VH3-53 (SEQ ID NO: 213)/VK3-15 (SEQ ID NO:
213)/VL2-11 (SEQ ID NO: 253); VH3-74 (SEQ ID NO: 214)/VK1-05 (SEQ ID NO:
214)/VK1-06 (SEQ ID NO: 231); VH3-74 (SEQ ID NO: 214)/VK1-12 (SEQ ID NO:

);

);

235); VH3-15 (SEQ ID NO:
250); VH3-15 (SEQ ID NO:
252); VH3-15 (SEQ ID NO:
233); VH3-21 (SEQ ID NO:
253); VH3-23 (SEQ ID NO:
238); VH3-23 (SEQ ID NO:
256); VH3-30 (SEQ ID NO:
238); VH3-53 (SEQ ID NO:
230); VH3-74 (SEQ ID NO:
233); VH3-74 (SEQ ID NO:
214)/VK1-27 (SEQ ID NO: 235); VH3-74 (SEQ ID NO: 214)/VK3-20 (SEQ ID NO: 239); VH3-74 (SEQ ID NO:
214)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH5-51 (SEQ ID NO: 215)/VK1-39 (SEQ ID NO: 236); VH5-51 (SEQ ID NO:
215)/VL1-40 (SEQ ID NO: 250); VH5-51 (SEQ ID NO: 215)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH6-1 (SEQ ID NO:
216)/VK1-09 (SEQ ID NO: 232); VH6-1 (SEQ ID NO: 216)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH6-1 (SEQ ID NO: 216)/VK3-
20 (SEQ ID NO: 239) y VH6-1 (SEQ ID NO: 216)/VL1 -51 (SEQ ID NO: 252). Por lo tanto, las colecciones que com-
prenden cualquier numero de estas parejas de proteinas de la linea germinal se pueden utilizar para identificar anti-
cuerpos con capacidad de desarrollo o fragmentos de los mismos contra cualquier antigeno.

Ademas, un subconjunto de parejas de proteinas de la linea germinal se seleccionaron basandose en una compara-
cion de los datos de las pruebas de estrés identificados, utilizando los métodos descritos en los Ejemplos 9.2.5 (a-d),
los datos mostrados en las Figuras 19-24, el Ejemplo 9.2.6 (a-d), datos mostrados en las figuras 49-54 y en el Ejem-
plo 9.2.7, la puntuaciéon mostrada en las Figuras 55-60. Los métodos de la prueba de estrés evaluaban las 95 pare-
jas de proteinas de la linea germinal en formato IgG1 con el fin de determinar su capacidad para soportar la exposi-
cion al acido y a la agitacion con perlas de vidrio. Se seleccionaron 36 parejas de proteinas de la linea germinal, de
una realizacién, ya que tenian propiedades funcionales superiores adicionales, pertinentes para la capacidad de
desarrollo, ya que mostraron una fuerte resistencia al estrés por acido y agitacion. La capacidad de un anticuerpo
para soportar la exposicion al acido es un factor cada vez mas importante, ya que una etapa de inactivacion de virus
es estandar durante el procesamiento posterior (DSP) de Quimica, Fabricacién y Control (CMC). La etapa de trata-
miento con acido desnaturaliza las proteinas de la capsida de los virus, que un virus usaria para la infeccién. Sin
embargo, la disminucién del pH tiene un efecto desestabilizador sobre cada proteina. Los anticuerpos inestables se
desnaturalizan y pierden la estructura natural durante esta etapa. En la etapa de activacion de virus, después de un
tiempo definido, el tratamiento con acido se compensa con la neutralizacion y, ya que las proteinas de la capsida del
virus se conservan en una conformacion inactiva, el anticuerpo procesado retiene idealmente su estructura natural.
La capacidad de los anticuerpos o de fragmentos de anticuerpos para resistir las fuerzas de cizallamiento es un
criterio util, ya que las etapas de filtracién no se pueden evitar durante el procesamiento. Estas 36 parejas de protei-
nas de la linea germinal seleccionadas en una realizacion, cumplian todas las actividades funcionales umbrales
anteriores y, ademas, obtuvieron puntuaciones iguales o superiores a 1225 en la puntuaciéon acumulada de la prue-
ba de estrés. En una realizacion, se seleccionaron los umbrales para cada criterio de la siguiente manera: a) rendi-
miento de la expresion de Fab purificado (como se describe en el Ejemplo 9.1.1) de al menos 2,5 mg/L; b) rendi-
miento de la expresion IgG1 purificada (como se describe en el Ejemplo 9.2.1) de al menos 30,0 mg/L; c) estabilidad
térmica de Fab purificado (como se describe en el Ejemplo 9.1.2) de al menos 70°C; d) estabilidad térmica de IgG1
purificada (como se describe en el Ejemplo 9.2.2) de al menos 73°C; e) contenido monomérico de Fab purificado
(como se describe en el Ejemplo 9.1.3) de al menos 98%; f) contenido monomérico de IgG1 purificada (como se
describe en el Ejemplo 9.2.3) de al menos 99% y g) puntuacién acumulada de las pruebas de estrés (como se des-
cribe en el Ejemplo 9.2.7) de al menos 1225. Por lo tanto, las realizaciones de la presente descripcion comprenden
colecciones que comprenden un subconjunto de las parejas de proteinas de la linea germinal totalmente funcionales
(36 de las 54) y que tienen propiedades funcionales superiores adicionales, pertinentes para la capacidad de desa-
rrollo. En esta realizacién, una coleccion comprende VH1-18 (SEQ ID NO: 204)/VK3-20 (SEQ ID NO: 239); VH1-46
(SEQ ID NO: 205)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH1-46 (SEQ ID NO: 205)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH1-69*01
(SEQ ID NO: 206)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VK1-12 (SEQ ID NO: 233); VH3-07 (SEQ
ID NO: 207)/VK1-27 (SEQ ID NO: 235); VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH3-07 (SEQ ID NO:
207)/VL1-47 (SEQ ID NO: 251); VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH3-11 (SEQ ID NO:
208)/VL1-40 (SEQ ID NO: 250); VH3-11 (SEQ ID NO: 208)/VL1 -47 (SEQ ID NO: 251); VH3-11 (SEQ ID NO:
208)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH3-11 (SEQ ID NO: 208)/VL2-23 (SEQ ID NO: 255); VH3-15 (SEQ ID NO:
209)/VK1 -05 (SEQ ID NO: 230); VH3-15 (SEQ ID NO: 209)/VK1-06 (SEQ ID NO: 231); VH3-15 (SEQ ID NO:
209)/VK1-12 (SEQ ID NO: 233); VH3-15 (SEQ ID NO: 209)/VK1-27 (SEQ ID NO: 235); VH3-15 (SEQ ID NO:
209)/VK3-11 (SEQ ID NO: 237); VH3-15 (SEQ ID NO: 209)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH3-21 (SEQ ID NO:
210)/VK1-12 (SEQ ID NO: 233); VH3-23 (SEQ ID NO: 211)/VK1-39 (SEQ ID NO: 236); VH3-23 (SEQ ID NO:
211)/IVK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH3-23 (SEQ ID NO: 211)/VL2-23 (SEQ ID NO: 255); VH3-23 (SEQ ID NO:
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211)/VL3-1 (SEQ ID NO: 256); VH3-53 (SEQ ID NO: 213)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH3-53 (SEQ ID NO:
213)/VL2-11 (SEQ ID NO: 253); VH3-74 (SEQ ID NO: 214)/VK1-05 (SEQ ID NO: 230); VH3-74 (SEQ ID NO:
214)/VK1-06 (SEQ ID NO: 231); VH3-74 (SEQ ID NO: 214)/VK1-12 (SEQ ID NO: 233); VH3-74 (SEQ ID NO:
214)/VK3-20 (SEQ ID NO: 239); VH5-51 (SEQ ID NO: 215)/VK1-39 (SEQ ID NO: 236); VH5-51 (SEQ ID NO:
215)/VL1-40 (SEQ ID NO: 250); VH5-51 (SEQ ID NO: 215)VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH6-1 (SEQ ID NO:
216)/VK1-09 (SEQ ID NO: 232); VH6-1 (SEQ ID NO: 216)/VK3-20 (SEQ ID NO: 239) y VH6-1 (SEQ ID NO:
216)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252).

En otra realizacion, se seleccionaron los umbrales para cada criterio de la siguiente manera: a) rendimiento de la
expresion de Fab purificado (como se describe en el Ejemplo 9.1.1) de al menos 2,5 mg/L; b) rendimiento de la ex-
presién de IgG1 purificada (como se describe en el Ejemplo 9.2.1) de al menos 30,0 mg/L; c) estabilidad térmica de
Fab purificado (como se describe en el Ejemplo 9.1.2) de al menos 70°C; d) estabilidad térmica de IgG1 purificada
(como se describe en el Ejemplo 9.2.2) de al menos 73°C; e) contenido monomérico de Fab purificado (como se
describe en el Ejemplo 9.1.3) de al menos 99%; f) contenido monomérico de IgG1 purificada (como se describe en el
Ejemplo 9.2.3) de al menos 99%; g) punto isoeléctrico de IgG1 purificada (como se describe en el Ejemplo 9.2.4) de
al menos 8,3; y h) puntuacién acumulada de las pruebas de estrés (como se describe en el Ejemplo 9.2.7) de al
menos 1225. En esta realizacion, una coleccion comprende (33 parejas): VH1-18 (SEQ ID NO: 204)/VK3-20 (SEQ
ID NO: 239); VH1-46 (SEQ ID NO: 205)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH1-46 (SEQ ID NO: 205)/VL1-51 (SEQ ID NO:
252); VH1-69*01 (SEQ ID NO: 206)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VK1-12 (SEQ ID NO:
233); VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VK1-27 (SEQ ID NO: 235); VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238);
VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VL1-47 (SEQ ID NO: 251); VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH3-11
(SEQ ID NO: 208)/VL1-40 (SEQ ID NO: 250); VH3-11 (SEQ ID NO: 208)/VL1-47 (SEQ ID NO: 251); VH3-11 (SEQ ID
NO: 208)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH3-11 (SEQ ID NO: 208)/VL2-23 (SEQ ID NO: 255); VH3-15 (SEQ ID NO:
209)/VK1-05 (SEQ ID NO: 230); VH3-15 (SEQ ID NO: 209)/VK1-06 (SEQ ID NO: 231); VH3-15 (SEQ ID NO:
209)/VK1-12 (SEQ ID NO: 233); VH3-15 (SEQ ID NO: 209)/VK1-27 (SEQ ID NO: 235); VH3-15 (SEQ ID NO:
209)/VK3-11 (SEQ ID NO: 237); VH3-15 (SEQ ID NO: 209)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH3-21 (SEQ ID NO:
210)/VK1-12 (SEQ ID NO: 233); VH3-23 (SEQ ID NO: 211)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH3-53 (SEQ ID NO:
213)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH3-53 (SEQ ID NO: 213)/VL2-11 (SEQ ID NO: 253); VH3-74 (SEQ ID NO:
214)/VK1-05 (SEQ ID NO: 230); VH3-74 (SEQ ID NO: 214)/VK1-06 (SEQ ID NO: 231); VH3-74 (SEQ ID NO:
214)/VK1-12 (SEQ ID NO: 233); VH3-74 (SEQ ID NO: 214)/VK3-20 (SEQ ID NO: 239); VH5-51 (SEQ ID NO:
215)/VK1-39 (SEQ ID NO: 236); VH5-51 (SEQ ID NO: 215)/VL1-40 (SEQ ID NO: 250); VH5-51 (SEQ ID NO:
215)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH6-1 (SEQ ID NO: 216)/VK1-09 (SEQ ID NO: 232); VH6-1 (SEQ ID NO: 216)/VK3-
20 (SEQ ID NO: 239) y VH6-1 (SEQ ID NO: 216)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252)

—_——

En una realizacién adicional, se afiadieron parejas a una coleccion a pesar de que las parejas mismas no cumplian
todos los umbrales de cada criterio, pero se anadieron a las colecciones con el fin de aumentar la diversidad. En una
realizacién, una coleccion comprende adicionalmente: VH3-23 (SEQ ID NO: 211)/VK1-39 (SEQ ID NO: 236); VH3-23
(SEQ ID NO: 211)/VL2-23 (SEQ ID NO: 255); y VH3-23 (SEQ ID NO: 211)/VL3-1 (SEQ ID NO: 256). En esta realiza-
cién, una coleccion comprende (36 parejas): VH1-18 (SEQ ID NO: 204)/VK3-20 (SEQ ID NO: 239); VH1-46 (SEQ ID
NO: 205)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH1-46 (SEQ ID NO: 205)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH1-69*01 (SEQ ID NO:
206)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VK1-12 (SEQ ID NO: 233); VH3-07 (SEQ ID NO:
207)/VK1-27 (SEQ ID NO: 235); VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH3-07 (SEQ ID NO:
207)/VL1-47 (SEQ ID NO: 251); VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH3-11 (SEQ ID NO:
208)/VL1-40 (SEQ ID NO: 250); VH3-11 (SEQ ID NO: 208)/VL1-47 (SEQ ID NO: 251); VH3-11 (SEQ ID NO:
208)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH3-11 (SEQ ID NO: 208)/VL2-23 (SEQ ID NO: 255); VH3-15 (SEQ ID NO:
209)/VK1-05 (SEQ ID NO: 230); VH3-15 (SEQ ID NO: 209)/VK1-06 (SEQ ID NO: 231); VH3-15 (SEQ ID NO:
209)/VK1-12 (SEQ ID NO: VH3-15 (SEQ ID NO: 209)/VK1-27 (SEQ ID NO: 235); VH3-15 (SEQ ID NO:
209)/VK3-11 (SEQ ID NO: 237); VH3-15 (SEQ ID NO: 209)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH3-21 (SEQ ID NO:
210)/VK1-12 (SEQ ID NO: 233); VH3-23 (SEQ ID NO: 211)/VK1-39 (SEQ ID NO: 236); VH3-23 (SEQ ID NO:
211)/VK3-15 (SEQ ID NO: ; VH3-23 (SEQ ID NO: 211)/VL2-23 (SEQ ID NO: 255); VH3-23 (SEQ ID NO:
211)/VL3-1 (SEQ ID NO: 256); VH3-53 (SEQ ID NO: 213)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH3-53 (SEQ ID NO:
213)/VL2-11 (SEQ ID NO: 253); VH3-74 (SEQ ID NO: 214)/VK1-05 (SEQ ID NO: 230); VH3-74 (SEQ ID NO:
214)/VK1-06 (SEQ ID NO: 231); VH3-74 (SEQ ID NO: 214)/VK1-12 (SEQ ID NO: 233); VH3-74 (SEQ ID NO:
214)/VK3-20 (SEQ ID NO: 239); VH5-51 (SEQ ID NO: 215)/VK1-39 (SEQ ID NO: 236); VH5-51 (SEQ ID NO:
215)/VL1-40 (SEQ ID NO: 250); VH5-51 (SEQ ID NO: 215)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH6-1 (SEQ ID NO:
216)/VK1-09 (SEQ ID NO: 232); VH6-1 (SEQ ID NO: 216)/VK3-20 (SEQ ID NO: 239) y VH6-1 (SEQ ID NO:
216)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252).

N
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Ejemplo 11: Prueba beta de las colecciones

Con el fin de confirmar la eficacia del disefio de las colecciones, se generaron subcolecciones, en donde cada una
comprendia una pareja de proteinas de la linea germinal o agrupaciones de subcolecciones y se seleccionaron fren-
te a los antigenos. Los anticuerpos seleccionados se sometieron a ensayo después en ambos formatos Fab e IgG1
para estudiar las caracteristicas de la capacidad de desarrollo, tales como, estabilidad térmica en formato Fab, pl en
formato IgG1, rendimientos de la expresion en ambos formatos Fab e IgG1, estabilidad térmica en formato IgG1y %
de monomero en formato IgG1 determinado por SEC. Ademas, en algunos casos, se determind la afinidad hacia el
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antigeno en formato Fab.

Generacion de colecciones

Las subcolecciones que contenian parejas de proteinas de la linea germinal se sintetizaron del modo siguiente: las
regiones FR1-CDR1-FR2-CDR2-FR3 de las respectivas secuencias de proteinas de la linea germinal que se mues-
tran en las Figuras 25-33, se sintetizaron mediante GeneArt (Regensburg, Alemania). Las VHs se clonaron a través
de Nhel y Sall y las VLs a través de Ndel y Acc65I en el vector de presentacion pJPd1. Las casetes CDR-H3, inclu-
yendo la reglon constante FR4, se insertaron a través de BssHIl y Xhol con diversidades teéricas que oscilaban
entre 5,5 x 10° y 1,9 x 10". Las casetes CDR-H3 con longitudes de CDR-H3 de 6-17 aminoacidos, se sintetizaron
mediante Sloning (Martinsried, Alemania). La diversidad de CDR-L3 se logré mediante la introduccién de casetes
TRIM de Kappa o Iambda smtetlzados por ELLA Biotech (Martinsried, Alemania) con una diversidad tedrica que
oscilaba entre 4,6 x 10° y 2,5 x 10°.

Tipicamente 0,25 a 2 ug de ADN de fagémido pJPd1 de las subcolecciones, se transformaron en células electro-
competentes de E. coli MC1061 F'y los transformantes se recogieron en medio TB y se agitaron durante 1 h a 37°C.
Las diluciones del medio de crecimiento se extendieron en placas de LB/Cam/Gluc. La amplificacion de las genote-
cas se llevd a cabo mediante agitacion durante una noche en cantidades apropladas de LB/CAM/1% de Glu. Los
tamanos de las genotecas para las subcolecciones oscilaban entre 4,6 x 10 y4,4x 10°. El tamafio total de la geno-
teca de todas los subcolecciones juntas es de aproximadamente 1,3 x 10""miembros. Para analizar la calidad de las
subcolecciones modificadas genéticamente, se recogieron al menos 30 clones para cada subcoleccion y las regio-
nes CDR-L3 y -H3 se secuenciaron para determinar la correccion y la singularidad de las secuencias. Las genotecas
se almacenaron como cultivos de E. coli en glicerol.

Los fagos que presentaban las subcolecciones en formato Fab se prepararon del modo siguiente. Para cada prepa-
racion de fago de la genoteca, se inocularon 80 ml de 2x medio YT/Cam/Glc con bacterias de la solucién madre en
glicerol de la genoteca correspondiente dando lugar a una DOgoo nm de 0,2 - 0,3. Los cultivos se agitaron hasta que
se alcanzé una DOggo nm de 0,45 a 0,55. Entonces se afiadio al cultivo bacteriano el fago auxiliar con una multiplici-
dad de infeccion de 10, seguido por una incubacién durante 45 min a 37°C sin agitacion y luego durante 45 min a
37°C con agitacion a 120 rpm. Las bacterias se centrifugaron y se retird el material sobrenadante que contenia el
fago auxiliar. Las bacterias infectadas por fagos se resuspendieron en 400 ml de 2x medio YT/CAM/KAN/IPTG y se
incubaron durante una noche a 22°C con agitacion a 120 rpm. Al dia siguiente, las bacterias del cultivo de una noche
se sedimentaron y se recogié el material sobrenadante que contenia el fago que presentaba Fab. La precipitacion de
los fagos se realizé6 mediante la adicion de PEG/NaCl al material sobrenadante que contenia los fagos. La muestra
se incubd durante al menos 30 min en hielo. Los fagos precipitados se centrifugaron y se resuspendieron en PBS.
La muestra se hizo girar lentamente para obtener una suspensién homogénea y los restos bacterianos residuales se
sedimentaron y se desecharon. A partir del material sobrenadante que contenia el fago, los fagos precipitaron de
nuevo utilizando PEG/NaCl. Por ultimo, el sedimento de fago se resuspendio en PBS, se transfirié a un tubo estéril y
se agité lentamente para obtener una suspensién homogénea. Los titulos de fago se determinaron mediante titula-
cion puntual, ELISA y absorbancia de UV (Nanodrop) a una DO268nm.

Los titulos de fagos y los niveles de presentacion de fragmentos Fab expresados por el vector de presentacion ftri-
cistrénico pJPd1 (mostrado en la Figura 9) y presentados en el fago mediante CysDisplay® (como se describe en el
documento WO01/05950, US 6.753.136, que se incorpora como referencia en su totalidad) se evaluaron para cada
preparacion de fago individual mediante ELISA

Se emplearon dos anticuerpos diferentes para la captura:

(1) Se utilizo el anticuerpo anti-M13 (Amersham #27-9420-01), ya que captura particulas de fago a través de la
proteina de recubrimiento principal g8p; por lo tanto, el titulo del fago se puede determinar.

(2) Un anticuerpo anti-Fd (The Binding Site #PC075), que se une al Fab presentado; por lo tanto, solo se captu-
ran los Fab presentados en fagos.

Para (1) y (2) se utilizan curvas de referencia distintas. Un anticuerpo monoclonal anti-M13 (dirigido contra la protei-
na de recubrimiento principal del fago M13, g8p) conjugado con HRP se utiliza como un anticuerpo de deteccion.

Los anticuerpos de captura respectivos se inmovilizaron sobre placas MaxisorpTM de 96 pocillos afiadiendo solucion
de anticuerpo para el anticuerpo anti-M13 y para el anticuerpo anti-Fd en distintos pocillos, sellando la placa con
papel de aluminio laminado e incubando durante una noche. Al dia siguiente, las placas se lavaron con TBST y cada
pocillo se bloqueé con CTBST.

Las diluciones del material sobrenadante de fagos y las muestras de referencia (CS) se prepararon en CTBST en
placas de microtitulacion. Se prepararon las diluciones de partida del material sobrenadante de fagos para Ios anti-
cuerpos anti-M13 y anti-Fd. Las diluciones de partida de las muestras de referencia, VH3-23 HuCAL Gold® I+k
VCSM13 e hiperfagos kappa y lambda agrupados HUCAL PLATINUM se prepararon. Las diluciones en serie del
material sobrenadante de los fagos se prepararon llenando previamente placas de microtitulacion con CTBST y
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afadiendo el fago y llenando previamente una segunda placa de microtitulacion con CTBST, y afiadiendo el fago.
Para la muestra de referencia, la dilucion de partida descrita anteriormente se extendié en placas y diluciones en
serie con los anticuerpos anti-M13 y anti-Fd se extendieron en placas.

Tanto el material sobrenadante de los fagos como las muestras de referencia se transfirieron para la deteccion de la
siguiente manera. Las placas de ELISA bloqueadas se lavaron con TBST. El material sobrenadante de los fagos se
transfirid desde las placas de dilucion a las placas de ELISA recubiertas, se incubaron a temperatura ambiente, y se
lavaron con TBST. Se afiadié anti-M13 conjugado con peroxidasa (Amersham) diluido en CTBST, y se incubd duran-
te 1-2 h a temperatura ambiente. Se prepar6 la soluciéon de trabajo Quanta Blu (Pierce) mezclando 1 parte (por
ejemplo, 0,5 ml) de solucién de peroxido con 9 partes (por ejemplo, 4,5 ml) de solucién de sustrato. Las placas de
ELISA se lavaron con TBST, se afiadi6 la solucion de trabajo QuantaBlu. La fluorescencia se midié después de un
tiempo de incubacion de ~2 min (excitacion: 320 nm, emision: 430 nm) y, posteriormente, a intervalos de 5 min. La
evaluacion de los datos de ELISA se completd del modo siguiente: se crearon curvas de calibracion y se calcularon
los titulos del material sobrenadante de los fagos y de control. Para cada muestra, el titulo de anti-Fd se dividié por
el titulo de anti-M13 (anti-pVIIl), la relacion resultante era la tasa de presentacion relativa. Los resultados se mues-
tran en la Tabla 13.

Tabla 13
Region Titulacion Titulacion Presentacion
estructural (Titulacion puntual) (ELISA) relativa
Subgenoteca VH VL prep. fago | | prep. fago Il | prep. fago | | prep. fago Il | prep. fago | | prep. fago Il
18 VH3-23 | VK1-39 | 5,7e+12 2,9E+12 2,9E+13 8,0E+12 6,1 9,3
119 VH3-23 | VL3-1 6,6E+12 2,2E+12 2,8E+13 9,2E+12 6,6 8,8

Seleccion de la presentacion en fagos contra DKK3 humana, la fusion rhErbB4/Her4 Fc, la fusion rhFZD-4 Fc y
eGFP

Se llevaron a cabo estrategias de seleccion paralelas con subcolecciones o agrupaciones de subcolecciones indivi-
duales con el fin de maximizar la posibilidad de identificar diversos anticuerpos de unién con las caracteristicas bio-
fisicas deseadas. Dickkopf-3 (DKK3) (Gen ID 27122), proteina de fusiéon recombinante humana (rh)ErbB4/Her4 (Gen
ID 2066)_Fc, fusion rhFZD-4 (Gen ID 8322) Fc y eGFP (proteina fluorescente verde mejorada; secuencia proporcio-
nada mas arriba) se eligieron como antigenos modelo para la validacion de la coleccién. El escrutinio de las colec-
ciones se realizé en una solucién basada en perlas epoxi M-450 separando con los antigenos respectivos, acopla-
dos covalentemente a perlas Dynabeads (R) magnéticas (Dynal/Invitrogen n°® de Prod. 140.11), descritas a continua-
cion.

Solucién de seleccion basada en perlas contra DKK3

Las perlas de carboxilo recubiertas con DKK3 y BSA de control (Dynal) se bloquearon con MPBST a temperatura
ambiente (TA) antes de la incubacién con fagos adsorbidos previamente. Después de varias etapas de lavado, los
fagos unidos se eluyeron y se amplificaron infectando células TG1F+ para la siguiente ronda de seleccion. Después
de 3 rondas de seleccion, el ADN del fagémido pJPd1 (que se muestra en la Figura 9) se aisld y los fragmentos que
codificaban Fab (ompA-VL modificado y phoA-Fd modificado) se escindieron mediante digestion con las enzimas de
restriccion Xbal y EcoRl y se ligaron en el vector de expresion pJPx1 (mostrado en la Figura 10) y se transformaron
en E. coli TG1 F-. Los cultivos infectados se sembraron en placas grandes de LB/Cam/Gluc y se cultivaron durante
una noche. Los clones individuales se aislaron y sometieron a ensayo para estudiar el rendimiento de la expresion
de Fab y la unién del antigeno mediante ELISA. La expresion de Fab se detectd mediante la incubacion de extractos
celulares que contenian Fab sobre una placa de ELISA recubierta con anti-Fd humano de oveja (The Binding Site,
Cat. PC075) seguido por la deteccion con anticuerpo de cabra anti-lgG humana especifico del fragmento F(ab')
conjugado con fosfatasa alcalina (AP) (Jackson Cat. 109-055-097). La especificidad del antigeno se someti6 a ensa-
yo mediante el escrutinio de extractos celulares que contenian Fab sobre perlas de carboxilo acopladas a DKK3®y
perlas de carboxilo acopladas a BSA (Dynal) con una tecnologia de ensayo de microvolumen fluorométrico (FMAT")
para los ensayos basados en perlas (Applied Biosystems 8200 Cellular Detection System / PE Biosystems). Los
aciertos primarios se definieron como los Fabs que daban lugar a una sefal de fluorescencia media FMAT, al menos
5 veces mayor que el ruido de fondo que se establecio en un valor de 200. La especificidad de DKK3 se confirmé en
un ELISA secundario con DKK3 como antigeno analogo y CD38 Fc como antigeno de control negativo. La region
CDR3 de la cadena pesada y ligera de 63, 43 y 44 clones para las subgenotecas VH3-23/VK1-39, VH3-23/VL3-1 y
HuCAL Platinum® VH3-23/kappa se seleccionaron para la secuenciacion con el fin de estimar la diversidad de se-
cuencias de anticuerpos que se unen a DKKS3. Las secuencias de las CDR-H3 y CDR-L3 de ligantes seleccionados
se muestran en las Figuras 86. En total, 31 de 56 secuencias con éxito (55%), 20 de 35 secuencias (47%) y 17 de
44 secuencias (39%) para las subgenotecas VH3-23/VK1 -39, VH3-23/VL3-1 y HUCAL-Pt VH3-23/kappa, respecti-
vamente eran diferentes, mostrando que las genotecas construidas contenian un repertorio diverso de ligantes de
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DKK3. Los resultados se muestran en la Tabla 14.

Tabla 14
Dkk-3
genoteca escrutado Aciertos tasa de aciertos [%] | seleccionado para Sec. Unico / secuencias
18 732 525 72 63 31 56
: 119 715 536 75 43 . 20/ 35
HUCAL-Pt
. B 7 7 1 44
’ VH3-23/k 36 66 o

I8 representa VH3-23/VK1-39, e 119 representa VH3-23/VL3-1.

Seleccién en solucion basada en perlas contra la fusién rhErbB4/Her4 Fc, la fusion rhFZD-4 Fc y eGFP

La fusion rhErbB4/Her4_Fc, la fusion rhFZD-4 Fc o eGFP y perlas epoxi M450 (Dynal) con BSA de control se blo-
quearon con Chemiblocker durante 2 horas a temperatura ambiente (TA) antes de la incubacion con fagos pread-
sorbidos durante 2 horas a TA. Después de varias etapas de lavado, el fago unido se eluyo y se amplificé infectando
células TG1F+ para la siguiente ronda de seleccion. Después de 3 rondas de seleccion, el ADN del fagémido pJPd1
(que se muestra en la Figura 9) se aisl6 y los fragmentos que codificaban Fab (ompA-VL modificado y phoA-Fd mo-
dificado) se amplificaron por PCR, se purificaron y se digirieron con Xbal y EcoRl y se ligaron en el vector de expre-
sion pJPx1 (que se muestra en la Figura 10) y se transformaron en E. coli TG1 F-. Los cultivos infectados se sem-
braron en placas grandes de LB/Cam/Gluc y se cultivaron durante una noche. Los clones individuales se aislaron y
se sometieron a ensayo para estudiar el rendimiento de la expresién de Fab y la unién del antigeno mediante ELISA.
La expresion de Fab se detectd mediante la incubacion de extractos celulares que contenian Fab sobre una placa de
ELISA recubierta con anti-Fd humano de oveja (The Binding Cat. PC075) seguido por la deteccion con anticuerpo de
cabra anti-IlgG humana especifico del fragmento F(ab')2 conjugado con fosfatasa alcalina (AP) (Jackson Cat. 109-
055-097). La especificidad del antigeno se sometié a ensayo mediante el escrutinio con ELISA con extractos celula-
res que contenian Fab sobre antigeno rhErbB4/Her4_Fc, antigeno rhFZD-4 _Fc o eGFP recubierto directamente
sobre placas MaxiSorp. Los aciertos primarios se definieron como los Fabs que daban lugar a una sefial de ELISA al
menos 5 veces mayor que el ruido de fondo. Los resultados se muestran en las Figuras 61A-D.

Selecciéon con captura de Fc contra ErbB4/Her4 fc

Se realizaron tres rondas de seleccion en fase soélida con captura de Fc utilizando la proteina ErbB4/Her4 humana
recombinante, marcada con Fc inmovilizada, mediante la captura con anticuerpo de cabra anti-IgG humana especifi-
co de Fc (Jackson; Cat. 109-005-098) o de ratdn anti-lgG humana especifico de Fc (Jackson; Cat. 209-005-098)
sobre placas Maxisorp (Nunc). Antes de cada ronda de seleccion, los fagos se bloquearon con 0,1 mg/ml de inmu-
noglobulina humana, de cabra y de raton en MPBST/BSA. Después de varias etapas de lavado, se eluy6 el fago
unido y se amplificé infectando células TG1F+ para la siguiente ronda de seleccion. Después de la tercera ronda de
seleccion, el ADN del fagémido pJPd1 (que se muestra en la Figura 9) se aisl6 y los fragmentos que codificaban Fab
(ompA-VL modificado y phoA-Fd modificado) se escindieron mediante digestion con las enzimas de restriccion Xbal
y EcoRl y se ligaron en el vector de expresion pJPx1 (mostrado en la Figura 10) y se transformaron en TG1F-. Los
cultivos infectados se sembraron en placas grandes de LB/Cam/Gluc y se cultivaron durante una noche. Los clones
individuales se aislaron y se sometieron a ensayo para estudiar el rendimiento de la expresion de Fab y la uniéon del
antigeno mediante ELISA. La expresion de Fab se detectd mediante la incubaciéon de extractos celulares que con-
tenian Fab sobre una placa de ELISA recubierta con anti-Fd humano de oveja (The Binding Site Cat. PC075) segui-
do por la deteccion con anticuerpo de cabra anti-lIgG humana especifico del fragmento F(ab')2 conjugado con fosfa-
tasa alcalina (AP) (Jackson Cat. 109 055 097). La especificidad del antigeno se sometié a ensayo mediante un es-
crutinio con ELISA con extractos celulares que contenian Fab sobre el antigeno rhErbB4/Her4_Fc capturado a
través de anticuerpo de cabra anti-lgG humana (Jackson; Cat. 109-005-098) recubierto sobre placas MaxiSorp. Los
aciertos primarios se definieron como los Fabs que daban lugar a una sefial de ELISA al menos 5 veces mayor que
el ruido de fondo. La especificidad de ErbB4/Her4_Fc se confirmé en un ELISA secundario con captura de Fc con
ErbB4/Her4_Fc como antigeno analogo y CD38_Fc como antigeno de control negativo.

Las regiones CD3 de la cadena pesada y ligera de los 112, 61 y 95 clones para las subgenotecas VH3-23/VK1-39,
VH3-23/VL3-1 y HUCAL-Pt VH3-23/kappa, respectivamente, se secuenciaron con el fin de estimar la diversidad de
las secuencias de los anticuerpos que se unen a ErbB4/Her4 Fc. En total, 31 de las 106 secuencias con éxito
(29%), 30 de las 61 secuencias (49%) y 14 de las 91 secuencias (15%) para las subgenotecas VH3-23/VK1-39,
VH3-23/VL3-1 y HUCAL-PT VH3-23/kappa eran diferentes, mostrando que las genotecas construidas contenian un
repertorio diverso de ligantes. La diversidad de la secuencia se muestra en la Tabla 15.
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Tabla 15
Herd Fc
genoteca escrutado Aciertos Aciertos* | =245, seleccionado para CP** I Unico ***
2x Bg 10xBg = 5xBg @ 2xBg total
92 3 86 19 7 31/106
15 4 39 7 15
118 75 9% 0 0

* Los aciertos se definen como con una reactividad de al menos 5x la del ruido de fondo (Bg)

** Para las placas de compresion (CP) se seleccionaron unos pocos clones con una reactividad de solamente 2x la
del ruido de fondo (Bg)

*** Secuencias Unicas por secuencias analizables
I8 representa VH3-23/VK1-39 e 119 representa VH3-23/VL3-1

Determinacion de la Kp (afinidad) mediante Biacore a través del sistema de captura de antigeno en formato Fab

La unién de fracciones Fab monoméricas (analizadas por SEC analitica; Superdex 75, Amersham Pharmacia) al
antigeno capturado se analizé del modo siguiente: en un chip CM5 (Biacore/GE Healthcare) un anticuerpo de captu-
ra marcado con un anti-antigeno apropiado, se inmovilizé covalentemente usando la quimica EDC/NHS. Las medi-
ciones cinéticas se realizaron mediante la captura del antigeno y la posterior inyeccion de seis concentraciones
diferentes de Fab (2" dilucion en serie). Después de cada ciclo, se regener6 el chip sensor. Una inyeccion en blanco
de tampon de ejecucion fue utilizada para la referencia doble. Todos los sensogramas se ajustaron utilizando el
programa informatico de evaluacion BIA 3.2 (Biacore/GE Healthcare), para determinar las constantes de la tasa kon ¥y
Koff, que se utilizaron para calcular la Kp.

Las determinaciones de la Kp mediante Biacore se realizaron del modo siguientes: el tampén de ejecucion era PBST
(solucion salina tamponada con fosfato pH 7,2 GIBCO + 0,05% de Tween-20). Se capturaron aprox. 400 UR de
antigeno con marcador de fusion Fc (lote # FYY0310041) usando un anticuerpo anti-Fc humano (Biacore/GE
Healthcare). Las concentraciones de Fab que oscilaban desde 15,6 a 500 nM se utilizaron con un caudal de 20
pI/min, un tiempo de inyeccion de 30 s y un tiempo de disociacion de 100 s. La regeneracion de la superficie se rea-
lizd con 2 inyecciones de 15 ul cada una de reactivo MgCl» 3 M. Los resultados se muestran en la Figura 38.

Evaluacién de la capacidad de desarrollo de anticuerpos y fragmentos de anticuerpos identificados contra DKKS3, la
fusién rhErbB4/Her4 Fc, la fusién rhFZD-4 Fc y eGFP

Los anticuerpos o fragmentos especificos para los antigenos se sometieron a ensayo en ambos formatos Fab e
IgG1 para determinar las caracteristicas de la capacidad de desarrollo, tales como, la estabilidad térmica en formato
Fab, la afinidad en formato Fab, el pl en formato IgG1, el rendimiento de la expresion en ambos formatos Fab e IgG,
la estabilidad térmica en formato IgG1 y el % monomérico en formato IgG1 segun se determiné por SEC. La estabili-
dad en suero en formato IgG1 se sometié a ensayo como se describe en el Ejemplo 7.2. El ensayo de estabilidad
térmica en los formatos Fab e IgG1 se completd como se describe en los Ejemplos 9.1.2 y 9.2.2. El pl en formato
IgG1 se completé como se describe en el Ejemplo 9.2.4. El rendimiento de la expresion en formato IgG1 se com-
pleté como se describe en el Ejemplo 9.2.1. El % monomérico en formato IgG1 determinado por SEC se completd
como se describe en el Ejemplo 9.2.3. Los resultados se muestran en las Figuras 37-39, 45-48 y 62.

Una vez mas, los inventores creen que existe una alta correlacion entre el aporte (coleccion de anticuerpos utilizada
para la seleccion contra a un antigeno) y el resultado (anticuerpos identificados como especificos para el antigeno)
con respecto a las propiedades funcionales sometidas a ensayo. Por lo tanto, las colecciones de la invencién com-
prenden anticuerpos o fragmentos que comprenden, en parte, las mismas secuencias de aminoacidos que las es-
tructuras artificiales sometidas a ensayo, por ejemplo, las regiones estructurales y/o las regiones determinantes de
complementariedad. Las CDR3s estan diversificadas. Debido a que, en un aspecto, las colecciones comprenden las
secuencias de aminoacidos o los acidos nucleicos que las codifican, de las estructuras artificiales sometidas a ensa-
yo, se cree que las colecciones comprenden anticuerpos o fragmentos que tienen las mismas propiedades funciona-
les superiores relacionadas con la capacidad de desarrollo que las estructuras artificiales sometidas a ensayo en el
Ejemplo 9. Por lo tanto, cabe esperar que muchos de los anticuerpos o fragmentos seleccionados posteriormente
contra un antigeno, también presenten las mismas propiedades funcionales superiores relevantes para la capacidad
de desarrollo.

Los datos mostrados en las Figuras 37-39, 45-48 y 62A-C respaldan esta conclusion. La Figura 39 muestra los Fabs
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seleccionados contra el antigeno DKK3 o ErbB4/Her4_Fc procedentes de las colecciones de la invencién y como los
Fabs tienen una estabilidad térmica similar a la del control, que era la estructura artificial sometida a ensayo inicial-
mente, tal como se describe en el Ejemplo 9. Ademas, las Figuras 45-48 muestran las IgGs especificas para el anti-
geno DKKS3 o ErbB4/Her4_Fc que se seleccionaron a partir de las colecciones de la invencion y como las IgGs tie-
nen puntos isoeléctrico (pl), estabilidad térmica, rendimiento de la expresién y contenido monomérico similares a los
de los controles, que eran las estructuras artificiales sometidas a ensayo originalmente como se describe en el
Ejemplo 9. Las Figuras 62A-C muestran las IgGs seleccionadas contra la fusion rhErbB4/Her4_Fc, la fusion rhFZD-4
Fc e eGFP y cémo las IgGs tienen puntos isoeléctrico (pl), rendimiento de la expresion, estabilidad térmica y conte-
nido monomérico similares a los de los controles, que eran las estructuras artificiales sometidas a ensayo original-
mente como se describe en el Ejemplo 9

En general, esto muestra que las colecciones de la invencion contienen anticuerpos o fragmentos que tienen propie-
dades superiores relevantes para la capacidad de desarrollo y respalda la hipétesis de los inventores de que el apor-
te, colecciones que emplean secuencias, por ejemplo, regiones estructurales y/o regiones determinantes de la com-
plementariedad de la parejas de proteinas de la linea germinal sometidas a ensayo y que se ha demostrado que
tienen propiedades funcionales superiores, se correlacionan bien con el resultado, anticuerpos o fragmentos selec-
cionados contra cualquier antigeno que tiene las mismas propiedades funcionales superiores relacionadas con el
desarrollo.

Se debe sobreentender que la descripcion, los ejemplos y los datos especificos, aunque indican realizaciones ejem-
plares, se proporcionan a modo de ilustraciéon y no tienen intenciéon de limitar la presente invencion.
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REIVINDICACIONES

1. Una coleccion de anticuerpos sintéticos o fragmentos funcionales de los mismos, en donde al menos el 50% de
los anticuerpos o fragmentos funcionales comprenden parejas de la cadena pesada variable y de la cadena ligera
variable, en donde las regiones estructurales de dichas parejas de la cadena pesada variable y de la cadena ligera
variable consisten en veinticinco o mas secuencias de proteinas de la linea germinal seleccionadas a partir de las
parejas de la cadena pesada variable y de la cadena ligera variable que tienen las secuencias tal y como se definen
en las figuras 25-36: VH1-18 (SEQ ID NO: 204)/VK1-39 (SEQ ID NO: 236); VH1-18 (SEQ ID NO: 204)/VK3-15 (SEQ
ID NO: 238); VH1-18 (SEQ ID NO: 204)/VK3-20 (SEQ ID NO: 239); VH1-46 (SEQ ID NO: 205)/VK3-15 (SEQ ID NO:
238); VH1-46 (SEQ ID NO: 205)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH1-46 (SEQ ID NO: 205)/VL3-21 (SEQ ID NO: 257);
VH1-69*01 (SEQ ID NO: 206)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VK1-12 (SEQ ID NO: 233);
VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VK1-16 (SEQ ID NO: 234); VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VK1-27 (SEQ ID NO: 235); VH3-07
(SEQ ID NO: 207)/VK1-39 (SEQ ID NO: 236); VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH3-07 (SEQ
ID NO: 207)/VL1-47 (SEQ ID NO: 251); VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH3-11 (SEQ ID NO:

208)/VK1-05 (SEQ ID NO:
208)/VK3-15 (SEQ ID NO:
208)\VL1-47 (SEQ ID NO:
208)VL2-23 (SEQ ID NO:
209)/VK1-06 (SEQ ID NO:
209)/VK1-16 (SEQ ID NO:
209)/VK3-11 (SEQ ID NO:
209)VL1-47 (SEQ ID NO:
209)VL2-14 (SEQ ID NO:
210)/VK1-27 (SEQ ID NO:
211)IVK1-39 (SEQ ID NO:
211)VL2-23 (SEQ ID NO:
212)IVK3-20 (SEQ ID NO:
213)VL2-11 (SEQ ID NO:
214)/VK1-06 (SEQ ID NO:
214)IVK1-27 (SEQ ID NO:
214)VL1-51 (SEQ ID NO:
215)/VL1-40 (SEQ ID NO:

230);
238);
251);
255);

VH3-11 (SEQ ID NO:
VH3-11 (SEQ ID NO:

VH3-11 (SEQ ID NO:

VH3-15 (SEQ ID NO:

; VH3-15 (SEQ ID NO:

VH3-15 (SEQ ID NO:
VH3-15 (SEQ ID NO:

; VH3-15 (SEQ ID NO:

; VH3-21 (SEQ ID NO:
; VH3-23 (SEQ ID NO:
VH3-23 (SEQ ID NO:

VH3-53 (SEQ ID NO:

; VH3-74 (SEQ ID NO:

VH3-74 (SEQ ID NO:

208)/VK1-39 (SEQ ID NO:
208)/VL1-40 (SEQ ID NO:
208)NL1-51 (SEQ ID NO:
209)/VK1-05 (SEQ ID NO:
209)/VK1-12 (SEQ ID NO:
209)/VK1-27 (SEQ ID NO:
209)/VL1-40 (SEQ ID NO:
209)VL1-51 (SEQ ID NO:
: 210)/VK1-12 (SEQ ID NO:
210)/VL2-11 (SEQ ID NO:
211)/VK3-15 (SEQ ID NO:

211)VL3-1 (SEQ ID NO:

213)/VK3-15 (SEQ ID NO:
: 214)/VK1-05 (SEQ ID NO:
214)VK1-12 (SEQ ID NO:
214)VK3-20 (SEQ ID NO:
: 215)VK1-39 (SEQ ID NO:
. VH5-51 (SEQ ID NO: 215)VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH6-1 (SEQ ID

236); VH3-11 (SEQ
250); VH3-11 (SEQ
252); VH3-11 (SEQ
230); VH3-15 (SEQ
233); VH3-15 (SEQ
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253); VH3-23 (SEQ
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216)/VK1-09 (SEQ ID NO: 232); VH6-1 (SEQ ID NO: 216)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH6-1 (SEQ ID NO: 216)/VK3-
20 (SEQ ID NO: 239) y VH6-1 (SEQ ID NO: 216)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252).

2. Una coleccién de anticuerpos sintéticos o fragmentos funcionales de los mismos segun la reivindicacion 1, en
donde las regiones estructurales de las parejas de la cadena pesada variable y de la cadena ligera variable consis-
ten en treinta 0 mas secuencias de proteinas de la linea germinal seleccionadas a partir de las parejas de la cadena
pesada variable y de la cadena ligera variable que tienen las secuencias tal y como se definen en las figuras 25-36:
VH1-18 (SEQ ID NO: 204)/VK1-39 (SEQ ID NO: 236); VH1-18 (SEQ ID NO: 204)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH1-18
(SEQ ID NO: 204)/VK3-20 (SEQ ID NO: 239); VH1-46 (SEQ ID NO: 205)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH1-46 (SEQ
ID NO: 205)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH1-46 (SEQ ID NO: 205)/VL3-21 (SEQ ID NO: 257); VH1-69*01 (SEQ ID
NO: 206)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VK1-12 (SEQ ID NO: 233); VH3-07 (SEQ ID NO:

207)/VK1-16 (SEQ ID
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216)/VK1-09 (SFQ ID NO: 232); VH6-1 (SEQ ID NO: 216)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH6-1 (SEQ ID NO: 216)/VK3-
20 (SEQ ID NO: 239) y VH6-1 (SEQ ID NO: 216)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252).

3. Una coleccion segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde las regiones estructurales de
las parejas de la cadena pesada variable y de la cadena ligera variable consisten en secuencias de proteinas de la
linea germinal de las parejas de la cadena pesada variable y de la cadena ligera variable que tienen las secuencias
tal y como se definen en las figuras 25-36: VH1-18 (SEQ ID NO: 204)/VK3-20 (SEQ ID NO: 239); VH1-46 (SEQ ID
NO: 205)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH1-46 (SEQ ID NO: 205)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH1-69*01 (SEQ ID NO:
206)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VK1-12 (SEQ ID NO: 233); VH3-07 (SEQ ID NO:
207)/VK1-27 (SEQ ID NO: VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH3-07 (SEQ ID NO:
207)/VL1-47 (SEQ ID NO: 251); VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH3-11 (SEQ ID NO:
208)/VL1-40 (SEQ ID NO: 250); VH3-11 (SEQ ID NO: 208)/VL1-47 (SEQ ID NO: 251); VH3-11 (SEQ ID NO:
208)/VL1-51 (SEQ ID NO: ; VH3-11 (SEQ ID NO: 208)/VL2-23 (SEQ ID NO: 255); VH3-15 (SEQ ID NO:
209)/VK1-05 (SEQ ID NO: 230); VH3-15 (SEQ ID NO: 209)/VK1-06 (SEQ ID NO: 231); VH3-15 (SEQ ID NO:

)

)

)

)
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209)/VK1-12 (SEQ ID NO: 233); VH3-15 (SEQ ID NO: 209)VK1-27 (SEQ ID NO: 235); VH3-15 (SEQ ID NO:
209)/VK3-11 (SEQ ID NO: : VH3-15 (SEQ ID NO: 209)VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH3-21 (SEQ ID NO:
210)/VK1-12 (SEQ ID NO: 233); VH3-23 (SEQ ID NO: 211)/VK1-39 (SEQ ID NO: 236); VH3-23 (SEQ ID NO:
211)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH3-23 (SEQ ID NO: 211)/VL2-23 (SEQ ID NO: 255); VH3-23 (SEQ ID NO:
211)/VL3-1 (SEQ ID NO: 256); VH3-53 (SEQ ID NO: 213)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH3-53 (SEQ ID NO:
213)/VL2-11 (SEQ ID NO: 253); VH3-74 (SEQ ID NO: 214)/VK1-05 (SEQ ID NO: 230); VH3-74 (SEQ ID NO:
214)/VK1-06 (SEQ ID NO: 231); VH3-74 (SEQ ID NO: 214)/VK1-12 (SEQ ID NO: 233); VH3-74 (SEQ ID NO:
214)/VK3-20 (SEQ ID NO: 239); VH5-51 (SEQ ID NO: 215)/VK1-39 (SEQ ID NO: 236); VH5-51 (SEQ ID NO:
215)/VL1-40 (SEQ ID NO: 250); VH5-51 (SEQ ID NO: 215)VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH6-1 (SEQ ID NO:
216)/VK1-09 (SEQ ID NO: 232); VH6-1 (SEQ ID NO: 216)VK3-20 (SEQ ID NO: 239) y VH6-1 (SEQ ID NO:
216)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252).

N
w
ok

4. Una coleccion de anticuerpos sintéticos o fragmentos funcionales de los mismos segun la reivindicacion 3, en
donde las regiones estructurales de las parejas de la cadena pesada variable y de la cadena ligera variable consis-
ten en las secuencias de proteinas de la linea germinal de las parejas de la cadena pesada variable y de la cadena
ligera variable que tienen las secuencias tal y como se definen en las figuras 25-36: VH1-18 (SEQ ID NO: 204)/VK3-
20 (SEQ ID NO: 239); VH1-46 (SEQ ID NO: 205)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH1-46 (SEQ ID NO: 205)/VL1-51
(SEQ ID NO: 252); VH1-69*01 (SEQ ID NO: 206)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VK1-12
(SEQ ID NO: 233); VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VK1-27 (SEQ ID NO: 235); VH3 07 (SEQ ID NO: 207)/VK3-15 (SEQ
ID NO: 238); VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VL1-47 (SEQ ID NO: 251); VH3-07 (SEQ ID NO: 207)/VL1-51 (SEQ ID NO:
252); VH3-11 (SEQ ID NO: 208)/VL1-40 (SEQ ID NO: 250); VH3-11 (SEQ ID NO: 208)/VL1-47 (SEQ ID NO: 251);
VH3-11 (SEQ ID NO: 208)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH3-11 (SEQ ID NO: 208)/VL2-23 (SEQ ID NO: 255); VH3-15
(SEQ ID NO: 209)/VK1-05 (SEQ ID NO: 230); VH3-15 (SEQ ID NO: 209)/VK1-06 (SEQ ID NO: 231); VH3-15 (SEQ
ID NO: 209)/VK1-12 (SEQ ID NO: 233); VH3-15 (SEQ ID NO: 209)/VK1-27 (SEQ ID NO: 235); VH3-15 (SEQ ID NO:
209)/VK3-11 (SEQ ID NO: 237); VH3-15 (SEQ ID NO: 209)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH3-21 (SEQ ID NO:
210)/VK1-12 (SEQ ID NO: 233); VH3-23 (SEQ ID NO: 211)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH3-53 (SEQ ID NO:
213)/VK3-15 (SEQ ID NO: 238); VH3-53 (SEQ ID NO: 213)/VL2-11 (SEQ ID NO: 253); VH3-74 (SEQ ID NO:
214)/VK1-05 (SEQ ID NO: 230); VH3-74 (SEQ ID NO: 214)/VK1-06 (SEQ ID NO: 231); VH3-74 (SEQ ID NO:
214)/VK1-12 (SEQ ID NO: 233); VH3-74 (SEQ ID NO: 214)/VK3-20 (SEQ ID NO: 239); VH5-51 (SEQ ID NO:
215)/VK1-39 (SEQ ID NO: 236); VH5-51 (SEQ ID NO: 215)/VL1-40 (SEQ ID NO: 250); VH5-51 (SEQ ID NO:
215)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252); VH6 1 (SEQ ID NO: 216)/VK1-09 (SEQ ID NO: 232); VH6-1 (SEQ ID NO: 216)/VK3-
20 (SEQ ID NO: 239) y VH6-1 (SEQ ID NO: 216)/VL1-51 (SEQ ID NO: 252).

—_———

5. La coleccion segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde dichos anticuerpos o fragmen-
tos funcionales de los mismos comprenden una o varias regiones determinantes de complementariedad que consis-
ten en secuencias de proteinas de la linea germinal procedentes de las respectivas parejas de la cadena pesada
variable y de la cadena ligera variable.

6. La coleccion segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde dichos anticuerpos o fragmen-
tos funcionales de los mismos comprenden regiones CDR1 que consisten en secuencias de proteinas de la linea
germinal procedentes de las respectivas parejas de la cadena pesada variable y de la cadena ligera variable.

7. La coleccion segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde dichos anticuerpos o fragmen-
tos funcionales de los mismos comprenden regiones CDR2 que consisten en secuencias de proteinas de la linea
germinal de las respectivas parejas de la cadena pesada variable y de la cadena ligera variable.

8. La coleccion segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde dichos anticuerpos o fragmen-
tos funcionales de los mismos comprenden una o varias regiones determinantes de complementariedad que com-
prenden modificaciones de aminoacidos que eliminan sitios potenciales de modificacién postraduccional.

9. La coleccion segun la reivindicacion 8, en donde dichos anticuerpos o fragmentos funcionales de los mismos
comprenden una o varias regiones determinantes de complementariedad de cadena pesada que comprenden las
secuencias de regiones determinantes de complementariedad procedentes de las respectivas cadenas pesadas
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variables representadas en las figuras 34-36.

10. La coleccion segun la reivindicacion 9, en donde dichos anticuerpos o fragmentos funcionales de los mismos
comprenden regiones HCDR1 procedentes de la respectiva region HCDR1 representada en la figura 34.

11. La coleccion segun las reivindicaciones 9 o 10, en donde dichos anticuerpos o fragmentos funcionales de los
mismos comprenden regiones HCDR2 procedentes de la respectiva region HCDR2 representada en la figura 35.

12. La coleccién segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde dichos anticuerpos o fragmen-
tos funcionales de los mismos comprenden una regidon FR4 seleccionada a partir del grupo que consiste en JH4, Jk1
y JA2/3 cuyas secuencias se definen en la figura 40.

13. La coleccion segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde dichos anticuerpos o fragmen-
tos funcionales de los mismos comprenden una regiéon HCDRS3 diversificada.

14. La coleccion segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde dichos anticuerpos o fragmen-
tos funcionales de los mismos comprenden una regién LCDRS diversificada.

15. La coleccidon segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde la coleccidon comprende al
menos 1 x 10* anticuerpos o fragmentos funcionales de los mismos.

16. La coleccion segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde dichos anticuerpos se selec-
cionan a partir de los grupos que consisten en IgG1, IgG2, IgG3, 1gG4, IgA, IgE, IgM e IgD humanas.

17. La coleccién segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde dichos fragmentos funcionales
de dichos anticuerpos se seleccionan a partir del grupo que consiste en Fab, F(ab')2, Fab', Fv y scFv.

18. Una coleccion de acidos nucleicos que codifica una coleccion de anticuerpos o fragmentos funcionales de los
mismos segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes.

19. Un vector que comprende la coleccion de acidos nucleicos segun la reivindicacion 18.

20. Una célula hospedadora recombinante que comprende los acidos nucleicos segun la reivindicacion 18 o el vector
segun la reivindicacion 19.

21. Un método para identificar un anticuerpo o un fragmento de anticuerpo especifico para un antigeno, que com-
prende:

(a) poner en contacto el antigeno con una coleccion de anticuerpos o fragmentos funcionales de los mismos
segun la reivindicacion 1, y (b) seleccionar uno o varios anticuerpos o fragmentos de anticuerpos que se unen a
dicho antigeno.
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Figura 4
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Figura 6A

GHV12 W12 | Dprs QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTGYYMHWYRQAPGQGLEWNG
WINPNSGGTNYAQKFQGRVTMTROTSISTAYMELSRLRSDDTAVYYCAR
GHV14 W13 | opas QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTSYAMHWVRQAPGQRLEWMG
| ) “ |WSNAGNGNTKYSQEFQGRVTITRDTSASTAYMELSSLRSEDMAVYYCAR
GHV18 vi1s | ops QVQLYQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTSYDINWYRQATGQGLEWMGW
’ ) “7 |MNPNSGNTGYAQKFQGRVTMTRNTSISTAYMELSSLRSEDTAVYYCARG
G118 w118 | pp4 QVQLVQSGAEVKKP GASVKVSCKASGYTFTSYGISIWVRQAPGQGLEWMGW
’ ’ “ |ISAYNGNTNYAQKLQGRVTMTTDTSTSTAYMELRSLRSDDTAVYYCAR
oy wios | ops QVQLVQSGAEVKKP GASVKVSCKVSGYTLTELSMHWVRQAPGKGLEWNG
GFDPEDGETIYAQKFQGRVTMTEDTSTOTAYMELSSLRSEDTAVYYCAT
GHV145 VH 145 QMQLVQSGAEVKKTGSSVKVSCKASGYTFTYRYLHWVRQAPGQALEWMG
) ) WITPFNGNTNYAQKFQDRVTITRDRSMSTAYMELSSLRSEDTAMYYCAR
GHV 146 wigs | op7 QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTSYYMHWYRQAPGQGLEWMGI
INPSGGSTSYAQKFQGRVTMTRDTSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYCAR
GHV1-58 wirss | opa QMQLVQSGPEVKKPGTSYKVSCKASGFTFTSSAMQWYRQARGQRLEWIGIV
IVVGSGNTNYAQKFQERVTITRDMSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCAA
\ QVQLVQSGAEVKKP GSSVKVSCKASGGTFSSYAISWVRQAPGQGLEWMGG
IGHV1-69°01 | VH 169 | DP0 IIPIFGTANYAQKFQGRVTITADESTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCAR
IGHV1-69*06, s | opss QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTFSSYAISWYRQAPGQGLEWMGG
IGHVi-e IPIFGTANYAQKFQGRVTITADKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCAR
G KSGASVKVSCSFSGFTITSYGIHWYQQSPGQGLEWMGWINPGNGSPSYAKK
< i " |FQGRFTMTRDMSTTTAYTDLSSLTSEDMAVYYYAR
GHV 0P3 EVQLVQSGAEVKKPGATVKISCKVSGYTFTDYYMHWVQQAPGKGLEWMGL
’ ™ |VDPEDGETIYAEKFQGRVTITADTSTDTAYMELSSLRSEDTAVYYCAT
/|
G2 W25 | o7 QITLKESGPTLVKPTQTLTLTCTFSGFSLSTSGVGVGWIRQPPGKALEWLALI
YWNDDKRYSPSLKSRLTITKDTSKNQVVLTMTNMDPVDTATYYCAHR
QUTLKESGPVLVYKPTETLTLTCTVSGFSLSNARMGVSWIRQPPGKALEWLAH
IGHV2-26 VH22 | DP-28 IFSNDEKSYSTSLKSRLTISKDTSKSQUYLTMTNMDPYDTATYYCAR
QVTLRESGPALVKPTQTLTLTCTFSGFSLSTSGMCVSWIRQPPGKALEWLALI
(G270 VH270 | DP-27 DWDDDKYYSTSLKTRLTISKDTSKNQVVLTMTNMDPYDTATYYCARI
GHT war | opse EVQLVESGGGLYQPGGSLRLSCAASGFTFSSYWNSWYRQAPGKGLEWVA
NIKQDGSEKYYVDSVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCAR
GH3 s | opar EVQLVESGGGLVQPGRSLRLSCAASGFTFDDYAMHWYRQAPGKGLEWVSG
ISWNSGSIGYADSVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTALYYCAKD
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Figura 6B
VQLVESGGGLYKPGGSLRLSCAASGFTFSDYYMSWIRQAPGKGLEWVSYI
IGHV3-11 VH 3-11| DP-35 ava Q
SSSGSTIYYADSVKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYCAR
EVQLVESGGGLYVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYDMHWVRQATGKGLEWVSA
IGHV3-13 VH 3131 DP-48 | 1 AGDTYYPGSVKGRETISRENAKNSLYLQMNSLRAGDTAVYYCAR
EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSNAWMSWYRQAPGKGLEWYG
IGHV3-15 VH3-15| DP-38 | o\ KTDGGTTDYAAPVKGRETISRDDSKNTLYLQMNSLKTEDTAVYYCTT
GHVA-16 VH 16 EVQLVESGGGLYQPGGSLRLSCAASGFTFSNSDMNWARKAPGKGLEWY SG
- ) VSWNGSRTHYVDSYK.RRFIISRDNSRNSLYLQKNRRRAEDMAVYYCVR
EVQLVESGGGVVRPGGSLRLSCAASGFTFDDYGMSWVRQAPGKGLEWVS
IGHV3-20 VH3-20| DP-32 GINWNGGSTGYADSVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTALYHCAR
EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSSYSMNWVRQAPGKGLEWVSSI
IGHV3-21 VH3-21| DP-T7 | oo Sy IYYADSVKGRETISRONAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCAR
EVQLLESGGGLYQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWYRQAPGKGLEWVSAI
IGHV3-23 VH3-23| DP-47 SGSGGSTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAK
QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTFSSYGMHWYRQAPGKGLEWVA
IGHV3-30 VH3-30| DP-49 VISYDGSNKYYADSYKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAR
GHY3-30-3 Dp.g | Q/QLVESGGGVVOPGRSLRLSCAASGFTFSSYAMHWVRQAPGKGLEWVAY
g B " |ISYDGSNKYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAR
GHVA-305 QVQLYESGGGYVQPGRSLRLSCAASGFTFSSYGMHWYRQAPGKGLEWVA
VISYDGSNKYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAK
QVQLYESGGGYVQPGRSLRLSCAASGFTFSSYGMHWVRQAPGKGLEWVA
IGHV3-33 VH3-33| DP-50 VIWYDGSNKYYADSYKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAR
. EVQLVESGGGLYQPGGSLRLSCAASGFTFSNSDMNWYHQAPGKGLEWVSG
IGHV3-35 VH 335 DP-59. |, o /NGSRTHYADSVKGRFISRONSRNTLYLQTNSLRAEDTAVYYCVR
GHY3.38 VH 3- EVQLVESGGGLYQPRGSLRLSCAASGFTVSSNEMSWIRQAPGKGLEWVSSI
i 38P ~  |SGGSTYYADSRKGRFTISRDNSKNTLYLQMNNLRAEGTAAYYCARY
EVQLVESGGVVVQPGGSLRLSCAASGFTFDDYTMHWVRQAPGKGLEWVSLI
IGHV3-43 VH3-43| DP-33 SWDGGSTYYADSVKGRFTISRDNSKNSLYLQMNSLRTEDTALYYCAKD
EVQLVESGGGLYQPGGSLRLSCAASGFTFSSYSMNWYRQAPGKGLEWVSY
IGHV3-48 VH3-48| DP-51 ISSSSSTIYYADSVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRDEDTAVYYCAR
EVQLVESGGGLYQPGRSLRLSCTASGFTFGDYAMSWFRQAPGKGLEWVGF
IGHV3-49 VH 349 3-49RB | o KAYGGTTEYAASVKGRETISRDDSKSIAYLQMNSLKTEDTAVYYCTR
EVQLVESGGGLIQPGGSLRLSCAASGFTVSSNYMSWYRQAPGKGLEWVSYI
IGHV3-53 VH3-53| DP-42 YSGGSTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAR
EVQLVESGEGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMHWVRQAPGKGLEYVSAI
IGHV3-64 VH 3-64| DP-61 SSNGGSTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMGSLRAEDMAVYYCAR
EVQLVESGGGLIQPGGSLRLSCAASGFTVSSNYMSWYRQAPGKGLEWVSVI
IGHV3-66 VH3-66| DP-86 |\ o 55 TvYADSVKGRETISRONSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAR
EVQLVESGGGLYQPGGSLRLSCAASGFTFSDHYMDWYRQAPGKGLEWVG
IGHV3-72 VH3-72| DP-29 RTRNKANSYTTEYAASVKGRFTISRDDSKNSLYLQMNSLKTEDTAVYYCAR
EVQLVESGGGLYQPGGSLKLSCAASGFTFSGSAMHWVRQASGKGLEWVGR
IGHV3-73 VH3-73| DA | o SKANSYATAYAASVKGRFTISRDDSKNTAYLQMNSLKTEDTAVYYGTR
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYWMHWVRQAPGKGLVWVYS
IGHV3-74 VH3-74| DP-83 |0\ SDGSSTSYADSVKGRETISRONAKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAR
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Figura 6C
VA EVQLVESRGVLVQPGGSLRLSCAASGFTVSSNEMSWVRQAPGKGLEWVSS|
SGGSTYYADSRKGRFTISRDNSKNTLHLQMNSLRAEDTAVYYCKK
QVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSISSYYWSWIRQPAGKGLEWIGRIY
(GHv4-4 VRa4 1 DR-10 TSGSTNYNPSLKSRVTMSVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCAR
QVQLQESGPGLYKPSDTLSLTCAVSGYSISSSNWIWGWIRQPPGKGLEWIGY!
IGHV4-28 VH4-28 | DP-68 YYSGSTYYNPSLKSRVTMSVDTSKNQFSLKLSSVTAVDTAVYYCAR
GHVA301 QVQLQESGPGLVKPSQTLSLTCTVSGGSISSGGYYWSWIRQHPGKGLEWIG
YIYYSGSTYYNPSLKSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCAR
V4302 - QLOLQESGSGLVKPSQTLSLTCAVSGGSISSGGYSWSWIRQPPGKGLEWIG
YIYHSGSTYYNPSLKSRVTISVDRSKNQFSLKLSSYTAADTAVYYCAR
GHV4304 op7g |QVQLQESGPGLVKPSQTLSLTCTVSGGSISSGDYYWSWIRQPPGKGLEWIG
YIYYSGSTYYNPSLKSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCAR
QVQLQESGPGLVKPSQTLSLTCTVSGGSISSGGYYWSWIRQHPGKGLEWIG
IGHV4-31 VA 431 | DP65 YIYYSGSTYYNPSLKSRVTISVDTSKNQFSLKLSSYTAADTAVYYCAR
QVOLQQWGAGLLKPSETLSLTCAVYGGSFSGYYWSWIRQPPGKGLEWIGE!
IGHV4-34 VA 4-34 | DP-63 NHSGSTNYNPSLKSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARG
QLQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSISSSSYYWGWIRQPPGKGLEWIGS
IGHV4-39 VH4-39 | DP9 IYYSGSTYYNPSLKSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCAR
QVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSISSYYWSWIRQPPGKGLEWIGYIY
IGHV459 VH459 | DP-T1 YSGSTNYNPSLKSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCAR
QVOLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSVSSGGYYWSWIRQPPGKGLEWIG
IGHV41 VH461 | DP-66 YIYYSGSTNYNPSLKSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCAR
GHVaD OP&7 QVQLQESGPGLYKPSETLSLTCAVSGYSISSGYYWGWIRQPPGKGLEWIGSI
YHSGSTYYNPSLKSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCAR
EVQLVQSGAEVKKPGESLKISCKGSGYSFTSYWIGWVRQMPGKGLEWMGII
IGHVS-51 VH5-51 | DP-73 YPGDSDTRYSPSFQGQVTISADKSISTAYLQWSSLKASDTAMYYCAR
S EVQLVQSGAEVKKPGESLRISCKGSGY SFTSYWISWVRQMPGKGLEWMGRI
a DPSDSYTNYSPSFQGHVTISADKSISTAYLQWSSLKASDTAMYYCAR
GHVEA VH64 | pp7a |QVOLOQSGPGLVKPSQTLSLTCAISGDSVSSNSAAWNWIROSPSRGLEWLG
RTYYRSKWYNDYAVSVKSRITINPDTSKNQFSLQLNSVTPEDTAVYYCAR
VT4 op.g |QVOLVOSGSELKKPGASVKVSCKASGYTFTSYANNWVRQAPGQGLEWNG
WINTNTGNPTYAQGFTGRFVFSLDTSVSTAYLQICSLKAEDTAVYYCAR
GHVI 81 VH 781 QVQLVQSGHEVKQPGASVKVSCKASGY SFTTYGMNWVPQAPGQGLEWMG

WFNTYTGNPTYAQGFTGRFVFSMDTSASTAYLQISSLKAEDMAMYYCAR

51 funcionales

5 marcos de lectura abierta
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Figura 7A

IGKV1-5 112 DIQMTQSPSTLSASVGDRVTITCRASQSISSWLAWYQQKPGKAPKLLIYDASS
LESGVPSRFSGSGSGTEFTLTISSLQPDDFATYYCQQYNSYS

GKVAL6 L11 |NQMTOSPSSLSASVGDRVTITCRASOGIRNDLGWYQQKPGKAPKLLIYAASS
LQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCLQDYNYP

IGKV1-8 L9 AIRMTQSPSSFSASTGDRVTITCRASQGISSYLAWYQQKPGKAPKLLIYAASTL
QSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISCLOSEDFATYYCQQYYSYP

GKVA.9 lg  |PIOLTQSPSFLSASVGDRVTITCRASQGISSYLAWYQQKPGKAPKLLIYAASTL
QSGVPSRFSGSGSGTEFTLTISSLQPEDFATYYCQQLNSYP

IGKV1-12 L5 DIQMTQSPSSVSASVGDRVTITCRASQGISSWLAWYQQKPGKAPKLLIYAASS
LQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQANSFP

IGKVA-13 L4/18a AIQLTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGISSALAWY QQKPGKAPKLLIYDASSL
ESGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQFNSYP

IGKV1-16 L1 DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGISNYLAWFQQKPGKAPKSLIYAASS
LQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQYNSYP

GKVA17 30 |PIQMTOSPSSLSASVGDRVTITCRASQGIRNDLGWYQQKPGKAPKRLIVAASS
LQSGVPSRFSGSGSGTEFTLTISSLQPEDFATYYCLQHNSYP

IGKV1-27 A20 DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGISNYLAWYQQKPGKVPKLLIYAASTL
QSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDVATYYCQKYNSAP

IGKV1-33 018 DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCQASQDISNYLNWYQQKPGKAPKLLIYDASN
LETGYPSRFSGSGSGTDFTFTISSLQPEDIATYYCQQYDNLP

IGKV1-37 014 DIQLTQSPSSLSASYGDRVTITCRVSQGISSYLNWYRQKPGKVPKLLIYSASNL
QSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDVATYYGQRTYNAPP

IGKV1-39 012 DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISSYLNWYQQKPGKAPKLLIYAASSL
QSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQSYSTP

IGKVA1D-08 L4 VIWMTQSPSLLSASTGDRVTISCRMSQGISSYLAWYQQKPGKAPELLIYAAST
LQSGVYPSRFSGSGSGTDFTLTISCLQSEDFATYYCQQYYSFP

IGKVAD-12 119 DIQMTQSPSSVSASVGDRVTITCRASQGISSWLAWY QQKPGKAPKLLIYAASS
LQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQANSFP

IGKVD-13 L18 AIQLTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGISSALAWYQQKPGKAPKLLIYDASSL
ESGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQFNNYP

IGKVAD-16 L15 DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGISSWLAWYQQKPEKAPKSLIYAASS
LQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQYNSYP

GRVIDAT | L1a | VIOMTOSPSAMSASVGDRVTITCRARQGISNYLAWFQQKPGKVPKHLIYAASS
LQSGVPSRFSGSGSGTEFTLTISSLQPEDFATYYCLQHNSYP

IGKV1D-33 08 DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCQASQDISNYLNWYQQKPGKAPKLLIYDASN
LETGYPSRFSGSGSGTDFTFTISSLQPEDIATYYCQQYDNLP

IGKVAD-37 04 DIQLTQSPSSLSASVGDRVTITCRVSQGISSYLNWYRQKPGKVPKLLIYSASNL
QSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDVATYYGQRTYNAPP
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Figura 7B
K039 gp |DIQNTOSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISSYLNWYQQKPGKAPKLLIYAASSL
QSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQSYSTP
GKVID4o | Lop |PIQMIQSPSFLSASVGDRVSICWASEGISSNLAWYLQKPGKSPKLFLYDAKDL
HPGVSSRFSGRGSGTDFTLTIISLKPEDFAAYYCKQDFSYPP
GKVID43 | L3 |NRMTQSPFSLSASVGDRVTITCWASQGISSYLAWYQQKPAKAPKLFIYYASSL
QSGVPSRFSGSGSGTDYTLTISSLQPEDFATYYCQQYYSTP
(GKV2-24 po3 |PVMTQTPLSSPVTLGOPASISCRSSQSLVHSDGNTYLSWLQQRPGOPPRLLI
YKISNRFSGVPDRFSGSGAGTDFTLKISRVEAEDVGYYYCMQATQFP
GKV2-28 arg |PVMTOSPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLLHSNGYNYLDWYLOKPGOSPQLLI
YLGSNRASGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCMQALQTP
GKV2-29 prgpy |PVMTQTPLSLSVTPGOPASISCKSSQSLLHSDGKTYLYWYLOKPGQSPALLI
YEVSSRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCMQGIHLP
(GKV2-30 a7 |PYVMTOSPLSLPVTLGQPASISCRSSOSLVYSDGNTYLNWFQQRPGQSPRR
LIYKVSNRDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCMQGTHWP
GKV2-40 o1 |PVMTQTPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLLDSDDGNTYLDWYLOKPGQSPALL
IYTLSYRASGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCMQRIEFP
(GKV2D-24 a7 |PVMTQTPLSSPVTLGQPASISFRSSQSLVHSDCNTYLSWLQQRPGQPPRLLI
YKVSNRFSGVPDRFSGSGAGTDFTLKISRVEAEDVGYYYCTQATQFP
GKVD-25 45 |EVNTOTPLSLSITPGEQASISCRSSQSLLHSDGYTYLYWFLOKARPVSTLLIVE
VSNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDFGYYYCMQDAQDPP
GKV2D-28 43 |PVMTQSPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLLHSNGYNYLOWYLQKPGASPALL
YLGSNRASGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCMQALQTP
GKV2D-29 4o |DVMTQTPLSLSVTPGQPASISCKSSQSLLHSDGKTYLYWYLOKPGQPPALLI
YEVSNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGYYYCMQSIQLP
GKV2D-30 ar |PVVNTQSPLSLPVTLGOPASISCRSSQSLVYSDGNTYLNWFQQRPGOSPRR
LIYKVSNWDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCMQGTHWP
\GKVID40 o1 |PVMTQTPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLLDSDDGNTYLDWYLOKPGQSPQLL
IYTLSYRASGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCMQRIEFP
GKV3T Lo |EIVNTOSPPTLSLSPGERVTLSCRASQSVSSSYLTWYQQKPGOAPRLLIYGAS
TRATSIPARFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFAVYYCQQDHNLPP
GV L5 |EVLTOSPATLSLSPGERATLSCRASQSVSSYLAWYQQKPGQAPRLLIYDASN
RATGIPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQQRSNWP
GKV3-15 Ly [EIVNTQSPATLSVSPGERATLSCRASOSVSSNLAWYQQKPGQAPRLLIYGAS

TRATGIPARFSGSGSGTEFTLTISSLQSEDFAVYYCQQYNNWP
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Figura 7C

GKV3.20 pp7 |EVLTOSPGTLSLSPGERATLSCRASOSVSSSYLAWYQOKPGOAPRLLIYGAS
SRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYGSSP

GkvaD07 | Los [EVMTOSPATLSLSPGERATLSCRASQSVSSSYLSWYQQKPGQAPRLLIYGAS
TRATGIPARFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFAVYYCQQDYNLP

GKV3D-11 190 |EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQGVSSYLAWYQQKPGQAPRLLIYDASN
RATGIPARFSGSGPGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQQRSNWH

GKV3D15 | L1g [EVMTOSPATLSVSPGERATLSCRASOSVSSNLAWYQQKPGOAPRLLIYGAS
TRATGIPARFSGSGSGTEFTLTISSLQSEDFAVYYCQQYNNWP

GKvaD20 | aqq  [ENVLTQSPATLSLSPGERATLSCGASQSVSSSYLAWYQOKPGLAPRLLIYDAS
SRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYGSSP

GKVAA gy |PVMTOSPDSLAVSLGERATINCKSSQSVLYSSNNKNYLAWYQQKPGQPPKL
LIYWASTRESGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLQAEDVAVYYCQQYYSTP

IGKV5.2 gy |ETTLTQSPAFMSATPGDKVNISCKASQDIDDDMNWYQQKPGEAAIFIQEATTL
VPGIPPRFSGSGYGTDFTLTINNIESEDAAYYFCLQHDNFP

GKVE.21 pog |FIVLTQSPDFOSVTPKEKVTITCRASOSIGSSLHWYQOKPDASPKLLIKYASQS
FSGVPSRFSGSGSGTDFTLTINSLEAEDAATYYCHQSSSLP

GKVBD21 Ao |EVLTOSPDFQSVTPKEKVTITCRASQSIGSSLHWYQOKPDOSPKLLIKYASQS
FSGVPSRFSGSGSGTDFTLTINSLEAEDAATYYCHQSSSLP

GKVED41 atq |PVVMTOSPAFLSVTPGEKVTITCOASEGIGNYLYWYQOKPDQAPKLLIKYASQ

SISGVPSRFSGSGSGTDFTFTISSLEAEDAATYYCQQGNKHP

38 funcionales

8 marcos de lectura abierta
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Figura 8A

IGLV1-36 VREL 1a QSVLTQPPSVSEAPRQRVTISCSGSSSNIGNNAVNWYQQLPGKAPKLLIYYDD
LLPSGVSDRFSGSKSGTSASLAISGLQSEDEADYYCAAWDDSLNGP

IGLV1-40 VL 1-13 te QSVLTQPPSVSGAPGQRVTISCTGSSSNIGAGYDVHWYQQLPGTAPKLLIYG
NSNRPSGVPDRFSGSKSGTSASLAITGLQAEDEADYYCQSYDSSLSGS

IGLV1-44 VL1-16 1 QSVLTQPPSASGTPGQRVTISCSGSSSNIGSNTVNWYQQLPGTAPKLLIYSNN
QRPSGVPDRFSGSKSGTSASLAISGLQSEDEADYYCAAWDDSLNGP

IGLV1-47 VL 1-17 1g QSVLTQPPSASGTPGQRVTISCSGSSSNIGSNYVYWYQQLPGTAPKLLIYSNN
QRPSGVPDRFSGSKSGTSASLAISGLRSEDEADYYCAAWDDSLSGP

1GLV1-50 VL 1-18 1f QSVLTQPPSVSGAPGQRVTISCTGSSSNIGAGYVVHWYQQLPGTAPKLLIYG
NSNRPSGVPDQFSGSKSGTSASLAITGLQSEDEADYYCKAWDNSLNA

IGLV1 51 VL1-19 1b QSVLTQPPSVSAAPGQKVTISCSGSSSNIGNNYVSWYQQLPGTAPKLLIYDNN
KRPSGIPDRFSGSKSGTSATLGITGLATGDEADYYCGTWDSSLSAG

IGLV2-08 VL1-2 26 QSALTQPPSASGSPGQSVTISCTGTSSDVGGYNYVSWYQQHPGKAPKLMIY
EVSKRPSGVPDRFSGSKSGNTASLTVSGLQAEDEADYYCSSYAGSNNF

IGLV2-11 VL1-3 2 QSALTQPRSVSGSPGQSVTISCTGTSSDVGGYNYVSWYQQHPGKAPKLMIY
DVSKRPSGVPDRFSGSKSGNTASLTISGLQAEDEADYYCCSYAGSYTF

IGLV2-14 VL 1-4 290 QSALTQPASVSGSPGQSITISCTGTSSDVGGYNYVSWYQQHPGKAPKLMIYE
VSNRPSGVSNRFSGSKSGNTASLTISGLQAEDEADYYCSSYTSSSTL

IGLV2-18 VL 15 od QSALTQPPSVSGSPGQSVTISCTGTSSDVGSYNRVSWYQQPPGTAPKLMIYE
VSNRPSGVPDRFSGSKSGNTASLTISGLQAEDEADYYCSLYTSSSTF

IGLV2-23 VL1.7 op2 QSALTQPASVSGSPGQSITISCTGTSSDVGSYNLVSWYQQHPGKAPKLMIYE
GSKRPSGYSNRFSGSKSGNTASLTISGLQAEDEADYYCCSYAGSSTF

1GLV2-33 VL1-9 of QSALTQPPFVSGAPGQSVTISCTGTSSDVGDYDHVFWYQKRLSTTSRLLIYN
VNTRPSGISDLFSGSKSGNMASLTISGLKSEVEANYHCSLYSSSYTF

IGLVA-1 VL 2-1 ar SYELTQPPSVSVSPGQTASITCSGDKLGDKYACWYQQKPGQSPYLVIYQDSK
RPSGIPERFSGSNSGNTATLTISGTQAMDEADYYCQAWDSSTA

IGLV3-9 VL 26 3 SYELTQPLSVSVALGQTARITCGGNNIGSKNVHWYQQKPGQAPVLVIYRDSN
RPSGIPERFSGSNSGNTATLTISRAQAGDEADYYCQVWDSSTA

IGLV3-10 VL 2.7 3p SYELTQPPSVSVSPGQTARITCSGDALPKKYAYWYQQKSGQAPVLVIYEDSK
RPSGIPERFSGSSSGTMATLTISGAQVEDEADYYCYSTDSSGNH

1GLV3-12 VL 2-8 3i SYELTQPHSVSVATAQMARITCGGNNIGSKAVHWYQQKPGQDPVLVIYSDSN
RPSGIPERFSGSNPGNTATLTISRIEAGDEADYYCQVWDSSSDHP

IGLV3-16 VL 211 3a SYELTQPPSYSVSLGQMARITCSGEALPKKYAYWYQQKPGQFPVLYIYKDSE
RPSGIPERFSGSSSGTIVTLTISGVQAEDEADYYCLSADSSGTYP

IGLV3-19 VL 213 3 SSELTQDPAVSVALGQTVRITCQGDSLRSYYASWYQQKPGQAPVLVIYGKNN
RPSGIPDRFSGSSSGNTASLTITGAQAEDEADYYCNSRDSSGNHL

1GLV3-21 VL 2-14 3h SYVLTQPPSVSVAPGQTARITCGGNNIGSKSYHWYQQKPGQAPYLVVYDDS
DRPSGIPERFSGSNSGNTATLTISRVEAGDEADYYCQVWDSSSDHP

IGLV3-22 VL2-15 36 SYELTQLPSVSVSPGQTARITCSGDVLGENYADWYQQKPGQAPELVIYEDSE
RYPGIPERFSGSTSGNTTTLTISRVLTEDEADYYCLSGDEDNP

IGLV3-25 VL 247 3m SYELTQPPSYSVSPGQTARITCSGDALPKQYAYWYQQKPGQAPYLVIYKDSE
RPSGIPERFSGSSSGTTVTLTISGVQAEDEADYYCQSADSSGTYP

(GLV3-27 VL 2-19 SYELTQPSSVSVSPGQTARITCSGDVLAKKYARWFQQKPGQAPVLVIYKDSE
RPSGIPERFSGSSSGTTVTLTISGAQVEDEADYYCYSAADNNL
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Figura 8B

SSGPTQVPAVSVALGQMARITCQGDSMEGSYEHWYQQKPGQAPVLVIYDSS

GLVS-32 W22 i DRPSRIPERFSGSKSGNTTTLTITGAQAEDEADYYYQLIDNHA
IGLVA-3 VL 51 4 LPVLTQPPSASALLGASIKLTCTLSSEHSTYTIEWYQQRPGRSPQYIMKVKSD
GSHSKGDGIPDRFMGSSSGADRYLTFSNLQSDDEAEYHCGESHTIDGQVG
IGLV4-60 VL 5-4 4a QPVLTQSSSASASLGSSVKLTCTLSSGHSSYIIAWHQQQPGKAPRYLMKLEG
SGSYNKGSGYPDRFSGSSSGADRYLTISNLQFEDEADYYCETWDSNT
IGLV4-69 VL 56 4 QLVLTQSPSASASLGASVKLTCTLSSGHSSYAIAWHQQQPEKGPRYLMKLNS
DGSHSKGDGIPDRFSGSSSGAERYLTISSLQSEDEADYYCQTWGTG
IGLV5-37 VL 41 Be QPVLTQPPSSSASPGESARLTCTLPSDINVGSYNIYWYQQKPGSPPRYLLYYY
SDSDKGQGSGYPSRFSGSKDASANTGILLISGLQSEDEADYYCMIWPSNAS
IGLV5-39 5a QPVLTQPTSLSASPGASARFTCTLRSGINVGTYRIYWYQQKPGSLPRYLLRYK
SDSDKQQGSGYPSRFSGSKDASTNAGLLLISGLQSEDEADYYCAIWYSSTS
IGLV5-45 VL 4- B QAVLTQPSSLSASPGASASLTCTLRSGINVGTYRIYWYQQKPGSPPQYLLRYK
SDSDKQQGSGYPSRFSGSKDASANAGILLISGLQSEDEADYYCMIWHSSAS
IGLV5-48 VL 43 5 QPVLTQPTSLSASPGASARLTCTLRSGINLGSYRIFWYQQKPESPPRYLLSYY
SDSSKHQGSGYPSRFSGSKDASSNAGILVISGLQSEDEADYYCMIWHSSAS
QPVLTQPSSHSASSGASVRLTCMLSSGFSYGDFWIRWYQQKPGNPPRYLLY
IGLV5-52 VL 44 5b  |YHSDSNKGQGSGVPSRFSGSNDASANAGILRISGLQPEDEADYYCGTWHSN
SKT
IGLV657 VL 1-02 6a NFMLTQPHSVSESPGKTVTISCTRSSGSIASNYVQWYQQRPGSSPTTVIYED
NQRPSGVPDRFSGSIDSSSNSASLTISGLKTEDEADYYCQSYDSSN
IGLV7-43 VL 32 73 QTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCASSTGAVTSGYYPNWFQQKPGQAPRALIYS
TSNKHSWTPARFSGSLLGGKAALTLSGVQPEDEAEYYCLLYYGGAQ
IGLV7-46 VL33 7 QAVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSSTGAVTSGHYPYWFQQKPGQAPRTLIYD
TSNKHSWTPARFSGSLLGGKAALTLLGAQPEDEAEYYCLLSYSGAR
IGLVB-61 VL 3-4 8a QTVVTQEPSFSVSPGGTVTLTCGLSSGSVSTSYYPSWYQQTPGQAPRTLIYS
TNTRSSGVPDRFSGSILGNKAALTITGAQADDESDYYCVLYMGSGIS
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NNNRPSGISERFSASRSGNTASLTITGLQPEDEADYYCSALDSSLSA
RPVLTQPPSLSASPGATARLPCTLSSDLSVGGKNMFWYQQKPGSSPRLFLY
IGLV11-55 VL4-6 HYSDSDKQLGPGVPSRVSGSKETSSNTAFLLISGLQPEDEADYYCQVYESSA
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Figura 39

Tm aparente [°C]
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Subgenoteca de regiones estructurales

Leyenda: Los puntos medios aparentes de falta de plegamiento de Fabs seleccionados
determinados por fluorimetria diferencial de barrido (FDB) tal como se describe en
el Ejemplo 9.1.2. Cada punto representa un tnico Fab. Los cuadrados indican los
Fab de control descritos en el Ejemplo 9 con las CDR 3 constantes descritos en
Ewert S. et al. (2004), J. Mol. Biol. p. 531ff. Las lineas indican la mediana.

I8 representa VH3-23/AV/K1-39
119 representa VH3-23//L3-1
B19 representa VH1-18/\/L3-1
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Figura 40

Region estructural 4 de cadena pesada: JH4

[Kabat N> 103 ] 104 | 105 | 106 | 107 [ 108 | 109/ 110 111 [ 112 113
FWR4aalW| G|l Q| G| T|[L}|V]|T}]V]|S]|S
FWR4 nt | TGG|GGC[CAG]GGC[ACC|CTG|GTTIACT| GTC | TCG|AGC| O

Kabat N | 103 | 104 | 105 | 106 | 107 | 108 | 109 110 111 [ 112 | 113
FWR4aal W[ G| QG [ TIL]|VIT|V]S]|S
FWR4 nt | TGG|GGC|[CAG|GGC[ACC|CTG|GTTIACT| GTC | TCG|AGC

sitio de restriccion Xhol CTCGAG

Region estructural 4 de cadena ligera kappa: Jk1

_|Kabat N°o| 98 | 93 | 100 | 101 | 102 | 103|104 | 105 {106 | 106A| 107 | 108 | 109

FWR4aa] F | G | Q| G | T{ K|V |E|I K|[R]|T

vecior pJP_h_lgkappa| FWR4 nt | TTC | GGC ] CAG | GGT |ACC|AAAJGTG|GAA|ATC AAG[CGCJACC

vector pPx1 FWR4 nt | TTC | GGC] CAGJ GGT JACC|AAA] GTT|GAA|ATT AAAJCGCJACC
0

vector piPx1 FWR4 nt | TTC ] GGC ] CAG | GGT [ACC|AAA]GTG|GAA|ATT AAAJCGC]ACC

sitio de restriccion Kpnl/Acc651 GGTACC

Leyenda: el vector pJPx1 es un vector de expresion para la expresion de Fab en E.coli
el vector pJP_h_Igkappa es un vector de expresion para la expresion de la
cadena ligera kappa humana en células de mamifero

Regidn estructural 4 de cadena ligera kappa: JA2/3

~ [KabatNo[ 98] 99 [ 100 101] 102] 103] 104] 105 ] 106 [106A] 107 [ 108
“[FWRéaa|F| G| G |G| T|K|L|]T|VIL]|G]|a
pJP__Iglambda2] FWR4 nt | T1T|GGCJGGC] GGT|ACC|AAG|CTGJACC|GTG| CTC ) GGC)CAG
pJPx 1 FWR4 nt |TTT|GGCJGGC| GGT|ACC| AAA] CTC) ACT| GTC| C1G | GGC, CAG
0

vector pJPx1 FWR4 nt | TTT|GGCJGGC] GGT|ACC| AAA]CTG]ACC|{GTG| CTG JGGC]CAG

sitio de restriccion Kpnl/Acc651 GGTACC

Leyenda: el vector pJPx1 es un vector de expresion para la expresién de Fab en E.coli

el vector pJP_h_Iglambda2 es un vector de expresién para la expresién de la
cadena ligera lambda humana en células de mamifero
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Figura 45

Valores de pl de IgG
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Leyenda: los valores de pl de 1gG seleccionadas descritas en el Ejemplo 9.2.4.
Cada punto representa una unica 1gG. Los cuadrados indican las |1gG de control
descritas en el Ejemplo 9 con las CDR3 constantes descritas enEwert S. et al. (2004),
J. Mol. Biol. 325, p. 531ff. Las lineas indican la mediana.

I8 representa VH3-23/VK1-39
119 representa VH3-23/\VL3-1
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Figura 46

IgG - Tm aparente (sec. transicion) [°C]
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Leyenda: Los puntos medios aparentes de falta de plegamiento de IgGs seleccionadas
determinados por fluorimetria diferencial de barrido (FDB) tal como se describe
en el Ejemplo 9.2.2. Cada punto representa una Unica IgG. Los cuadrados indican
las IgG de control descritas en el Ejemplo 9 con las CDR3 constantes descritas en
Ewert S. et al. (2004), J. Mol. Biol. 325, p 531ff. Las lineas indican la mediana.

18 representa VH3-23/N/K1-39
119 representa VH3-23//L3-1
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Figura 47

Rendimiento de IgG [mg/L]
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Leyenda: Los rendimientos de expresién delgGs seleccionadas determinados
por espectrofotometria UV tal como se describe en el Ejemplo 9.2.1. Cada punto
representa una Unica IgG. Los cuadrados indican las 1gG de control descritas en el
Ejemplo 9 con las CDR3 constantes descritas en Ewert S. et al. (2004), J. Mol. Biol.
325, p. 531ff. Las lineas indican la mediana.

18 representa VH3-23/VK1-39
119 representa VH3-23/V/L3-1
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Figura 48

£ Contenido monomérico de IgG [%]
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Leyenda: El contenido monomérico delgGs seleccionadas determinado por
cromatografia de exclusién por tamanos (SEC) tal como se describe en el
Ejemplo 9.2.3. Cada punto representa una Unica IgG. Los cuadrados indican las
IgGs de control descritas en el Ejemplo 9 con las CDR3 constantes descritas en
Ewert S. et al. (2004), J. Mol. Biol. 325, p. 531ff. Las lineas indican la mediana.

I8 representa VH3-23/VK1-39
119 representa VH3-23/VL3-1
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