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DESCRIPCION

Preparacion de bibliotecas de variantes de proteinas expresadas en células eucariotas y su uso para seleccionar
moléculas de unién

Campo de la invencién

Esta invencién se refiere a métodos para producir bibliotecas de células eucariotas (por ejemplo, de mamiferos) para
el cribado y/o la seleccion de moléculas de unién tales como anticuerpos. Las bibliotecas se pueden usar para
contener y mostrar un repertorio diverso de aglutinantes, permitiendo que los aglutinantes se criben para seleccionar
uno o mas aglutinantes que tengan una propiedad deseada, tal como la especificidad para una molécula diana. La
invencion se refiere especialmente a métodos para introducir ADN donante que codifica los aglutinantes en células
eucariotas para proporcionar una biblioteca de células en la que un niumero deseado de moléculas de ADN donante
se integran fielmente en un locus o loci deseado en las células.

Introduccién

Las técnicas de ingenieria de proteinas permiten la creacion de grandes poblaciones diversas de moléculas
relacionadas (por ejemplo, anticuerpos, proteinas, péptidos) a partir de las cuales se pueden aislar variantes
individuales con propiedades de uniéon o cataliticas nuevas o mejoradas. La capacidad de construir grandes
poblaciones de células eucariotas, particularmente células de mamiferos, donde cada célula expresa un anticuerpo
individual, un péptido o una proteina modificada, tendra un gran valor en la identificacion de aglutinantes con
propiedades deseadas.

El principio basico de la tecnologia de presentacion se basa en la union de una molécula de unién a la informacion
genética que codifica esa molécula. Las propiedades de unién de la molécula de unién se utilizan para aislar el gen
que la codifica. Estos mismos principios subyacentes se aplican a todas las formas de tecnologia de presentacion,
incluida la presentacién de bacteriéfagos, la presentaciéon de bacterias, la presentacion retroviral, la presentacion de
baculovirus, la presentacién de ribosomas, la presentacién de levaduras y la presentacion en eucariotas superiores
tales como las células de mamifero [1, 2, 3, 4].

La tecnologia de presentacién se ha ilustrado mejor mediante la presentacion de anticuerpos en bacteriéfagos
filamentosos (presentacion de fagos de anticuerpos) que durante los ultimos 24 afios ha proporcionado herramientas
importantes para el descubrimiento y la creacidn de nuevas moléculas de unién, incluida la generaciéon de
anticuerpos terapéuticos humanos. El uso de moléculas de anticuerpo de presentacion en fagos se presenta en la
superficie de las particulas de bacteri6fagos filamentosos mediante la clonacién del gen que codifica un anticuerpo o
fragmento de anticuerpo en marco con el gen que codifica una proteina de recubrimiento de fago. Los genes de
anticuerpos se clonan inicialmente en E. coli, de tal forma que cada bacteria codifica un unico anticuerpo. La
generacién de bacteriéfagos a partir de bacterias usando métodos convencionales da como resultado la generacién
de particulas de bacteriéfagos que presentan un fragmento de anticuerpo en su superficie y encapsulan el gen del
anticuerpo codificante dentro del bacteriéfago. La coleccion de bacterias o el bacteriéfago derivado de ellas se
conocen como una "biblioteca de anticuerpos". Usando la presentacion en fagos de anticuerpos, los anticuerpos y
sus genes asociados pueden enriquecerse dentro de la poblacion exponiendo el bacteriofago presentador de
anticuerpos a una molécula diana de interés.

Para permitir la recuperacion de un bacteriéfago que presenta un aglutinante que reconoce una de interés, la
molécula diana debe inmovilizarse sobre la superficie de un recipiente de seleccion o debe ser recuperable de la
solucion mediante reactivos secundarios, por ejemplo, una proteina diana biotinilada, recuperada de la solucién
usando perlas recubiertas con estreptavidina. Después de la incubacion de la biblioteca de bacteriéfagos que
presentan aglutinante con la molécula diana, se eliminan los fagos no unidos. Esto implica lavar la matriz a la que se
une la diana (y el bacteriéfago asociado) para eliminar el bacteriéfago no unido. El bacteriéfago unido con su gen de
anticuerpo asociado puede recuperarse y/o infectarse en células bacterianas hospedadoras. Usando el enfoque
descrito anteriormente, es posible enriquecer un subconjunto de clones de bacteri6fagos capaces de unirse a una
molécula diana de eleccién. Se ha demostrado que las bibliotecas de presentacién de fagos proporcionan una rica
fuente de diversidad de anticuerpos, proporcionando cientos de anticuerpos Unicos para una sola diana [5,6,7].

Histéricamente, los sistemas de presentacion para aislar nuevas especificidades de uniéon de anticuerpos se han
basado en sistemas procariotas y, en particular, en la presentacién de Fv de una sola cadena (scFv) y, en menor
medida, como Fab en bacteriéfagos. La presentacion de los aglutinantes en la superficie de las bacterias se ha
descrito, pero no se ha utilizado ampliamente, y las aplicaciones se han limitado en gran medida a la presentacion
de péptidos o la presentacion de fragmentos de anticuerpos pre-enriquecidos para aglutinantes a través de la
inmunizacion [8]. A pesar del poder de los sistemas de presentacion procariotas, incluida la presentacion en fagos,
existen limitaciones. Tras la seleccion por presentacién en fagos o ribosomas, los genes que codifican las moléculas
de unién individuales se identifican introduciendo la poblacion de genes seleccionada en bacterias, colocando en
placas las poblaciones bacterianas, recogiendo colonias, expresando las moléculas de unién en el sobrenadante o
periplasma, e identificando los clones positivos en ensayos de unién tales como ensayos de inmunoabsorcion ligada
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a enzimas o fluorescencia (ELISA). Aunque las moléculas de union estan identificadas, este enfoque no resuelve la
informacién sobre el grado de expresion y la afinidad de unién de los clones resultantes. Por lo tanto, aunque es
posible generar miles de aglutinantes, la capacidad de cribar el resultado esta limitada por la necesidad de recogida
de colonias, manipulacién de liquidos, etc., junto con informacién primaria limitada sobre el nivel de expresion
relativa y la afinidad.

La presentaciéon de las moléculas de unidon en la superficie de las células eucariotas tiene el potencial de superar
algunos de estos problemas. Junto con la citometria de flujo, la presentacion eucariética permite una seleccién
rapida y de alto rendimiento. Es posible estudiar millones de clones celulares que expresan diferentes moléculas de
unién en su superficie. La presentacion de la superficie celular se ha ilustrado mejor para la presentacion de
fragmentos de anticuerpos formateados como scFv en la superficie de las células de levadura. Una modalidad
comunmente utilizada para la presentacion de la superficie de la levadura aprovecha las proteinas de aglutinina de
levadura (Agalp y Aga2p). Segun lo descrito por Chao et al. [9], los genes que codifican un repertorio de scFv se
fusionan genéticamente con la subunidad Aga2p de aglutinina de levadura. La subunidad Aga2p se une entonces a
la subunidad Aga1p presente en la pared celular a través de enlaces disulfuro. Las células de levadura que expresan
una molécula de union de diana especifica pueden identificarse mediante citometria de flujo utilizando una molécula
diana etiquetada directa o indirectamente. Por ejemplo, la diana biotinilada se puede afiadir a las células y la union a
la superficie celular se puede detectar con estreptavidina-ficoeritrina. Dentro de una poblacién, es posible, utilizando
concentraciones de diana limitadas, distinguir aquellos clones que expresan moléculas de unién de mayor afinidad,
ya que estos clones capturaran mas moléculas diana y, por lo tanto, mostraran una fluorescencia mas brillante.
Normalmente, cada célula de levadura mostrara de 10.000 a 100.000 copias de un solo scFv en la superficie de la
célula. Para controlar la variaciéon en la expresién de la superficie del scFv en diferentes células, Chao et al utilizaron
un anticuerpo anti-etiqueta marcado con fluorescencia para medir el nivel de expresion del anticuerpo en la
superficie de cada célula, lo que permite la normalizacién de la variacién en el nivel de expresion. Por lo tanto, este
enfoque permite que las células de levadura que muestran moléculas de unién de alta afinidad se diferencien de
aquellas células que expresan niveles altos de un anticuerpo de afinidad mas baja. Por lo tanto, utilizando la
clasificacion de células activada por fluorescencia (FACS) es posible separar los clones celulares segun la afinidad
y/o el nivel de expresion de la molécula de unién codificada.

Los sistemas eucariotas también han demostrado ser mas eficaces que los sistemas procariotas para la
presentacion de fragmentos de anticuerpos de multiples cadenas y, en particular, con fragmentos mas grandes, tales
como IgG completas, FAb o fusiones de scFv con dominios Fc (fusiones scFv-Fc). Los métodos basados en perlas o
basados en clasificacion de flujo como se ha descrito anteriormente para las células de levadura también podrian
usarse para seleccionar anticuerpos de bibliotecas de presentacion basadas en eucariotas superiores, tales como
las células de mamiferos. La capacidad de formatear bibliotecas de presentacién y seleccionarlas directamente
como IgG, Fab o como fusiones scFv-Fc en células de mamiferos seria una ventaja adicional sobre la presentacion
de levadura. La maquinaria de glucosilacién, expresion y secrecion de células bacterianas y de levadura es diferente
de los eucariotas superiores que dan lugar a anticuerpos con diferentes modificaciones postraduccionales que las
producidas en células de mamifero. Dado que la fabricacién de anticuerpos para la investigacion, la aplicacién
diagnostica y terapéutica se realiza normalmente en células de mamifero, la presentacién en células de mamifero (u
otras células eucariotas superiores, tales como las lineas celulares de invertebrados, aves o plantas) podria dar una
mejor indicacion de posibles problemas o beneficios para la fabricacion aguas abajo, por ejemplo, identificando
clones con propiedades de expresidn oOptimas. Ademas, los anticuerpos descubiertos en el contexto de la
presentacion en eucariotas superiores y particularmente células de mamifero podrian aplicarse directamente en los
ensayos de indicadores basados en células sin una purificacion extensa y sin el efecto de complicacién de los
contaminantes de las bacterias y las células de levadura. Ademds, las bibliotecas de aglutinantes podrian
expresarse directamente en células indicadoras eucariotas tales como células de mamifero para identificar clones
que afectan directamente al fenotipo celular.

A pesar de las ventajas anteriores prometidas por las bibliotecas de presentacion eucariota, sigue habiendo
problemas significativos con la creacién de bibliotecas de aglutinantes en células eucariotas, especialmente células
eucariotas superiores. La introduccion de un repertorio de genes exogenos ("transgenes") para la expresion en
eucariotas superiores es mas dificil que en la levadura y las bacterias. Las células de los eucariotas superiores son
mas dificiles de manipular y escalar, y las eficiencias de transformacién son menores. Los tamafos de biblioteca
tipicos alcanzados son mucho mas pequefios. Ademas, el ADN introducido se integra aleatoriamente dentro del
genoma, lo que lleva a varios efectos de posicion. Ademas, el ADN donante introducido en células de mamifero
mediante métodos estandar de transfeccion o electroporacion se integra como una matriz lineal con un nimero de
copias variable del transgén transfectado. La introduccién del ADN que codifica un repertorio de genes de
anticuerpos, por lo tanto, tiene el potencial de introducir multiples genes de anticuerpos en cada célula, lo que da
como resultado la expresion de multiples anticuerpos distintos por célula. Ademas, la presencia de multiples genes
de anticuerpos reducira la expresién relativa de cualquier anticuerpo dado y conducira al aislamiento de muchos
genes de anticuerpos del pasajero reduciendo la tasa de enriquecimiento de clones especificos.

Aunque la presentacion de una biblioteca de aglutinantes en la superficie de los eucariotas superiores es mas
desafiante, se han descrito previamente algunos ejemplos. En una publicacién temprana en la que se usaron
presentacion en mamiferos de IgG derivadas de la inmunizacién humana, se requirieron 3 rondas de seleccién (que
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implicaban transfeccién transitoria, clasificacion celular, recuperacion de ADN vy re-transfeccién) para lograr un
enriquecimiento de 450 veces de las células especificas de antigeno, con un promedio de 7,6 veces de
enriquecimiento por ronda [10]. De manera similar, la expresion transitoria de las bibliotecas inmunizadas
expresadas en vectores de replicacion episémica también se ha descrito con anticuerpos formateados como scFv
[11,12] 0 IgG [13].

Se han descrito varios enfoques para introducir un nimero Unico o un namero limitado de genes de anticuerpos en
cada célula. Esto incluye la dilucién del ADN o la mezcla con el ADN portador [13], pero este es un método
relativamente incontrolado para administrar el nimero de copias de los genes introducidos y reducir la entrada de
ADN tendra un efecto perjudicial sobre el tamafio de la biblioteca. La introduccién de genes de anticuerpos por
vectores virales ha proporcionado otra solucién para controlar la introduccion de multiples genes de anticuerpos por
célula. De este modo, se ha generado una biblioteca de presentacion de la superficie celular a partir de varios
cientos de linfocitos B humanos generados por inmunizacién y enriquecidos adicionalmente por clasificacion de flujo
de linfocitos B especificos de antigeno [14]. Los genes de anticuerpos de este grupo enriquecido se formatearon
como scFv, se clonaron en un sistema de expresion de alfavirus Sindbis y se introdujeron en células BHK utilizando
una baja multiplicidad de infeccion.

Breous-Nystrom et al. [15] usaron la infeccion retroviral secuencial para introducir un repertorio limitado de genes de
anticuerpos kappa de 91 V seguidos de un repertorio de genes de cadena pesada de 6 donantes sanos en una linea
de linfocitos pre-B murinos (1624-5). El retrovirus infeccioso se gener6 utilizando el sistema V-Pack basado en el
virus de la leucemia murina de Moloney (Stratagene). Con el fin de desviarse hacia inserciones de copia Unica, se
eligio una multiplicidad de infeccién que condujo a la infeccion de aproximadamente el 5 % de las células. Una
desventaja importante de estos enfoques es que la integracion dentro del genoma es aleatoria, lo que conduce a
una variacion potencial en el nivel de transcripcion basado en la actividad transcripcional del sitio de integracion.
Otra desventaja en todos estos casos es que la integracion de los genes de anticuerpos se controla mediante una
infeccion o transfeccion limitadas que afectan al tamario de la biblioteca.

La integracién de sitio especifico de transgenes dirigidos por recombinasas se ha descrito previamente. Las
recombinasas son enzimas que catalizan reacciones de intercambio entre moléculas de ADN que contienen
secuencias de reconocimiento de enzimas especificas. Por ejemplo, la recombinasa Cre (derivada del sistema de
recombinacién de sitio especifico de E. coli) o la recombinasa Flp (utilizando un sistema de recombinacién de
Saccharomyces cerevisiae) actla en sus sitios especificos de reconocimiento loxP de 34 pb y el sitio de diana de
recombinacién de Flp (FRT) de 34 pb respectivamente [16]. Las recombinasas se han utilizado principalmente en
ingenieria celular para catalizar la integracion de sitio especifico. Varios estudios a partir del trabajo de Chen Zhou
[17, 18, US7.884.054] han descrito la integracién de sitio especifico mediada por recombinasa de genes de
anticuerpos en el genoma de células de mamifero utilizando la recombinasa Flp en el sistema "Flp-In",
(http:/ftools.lifetechnologies.com/content/sfs/manuals/flpinsystem_man.pdf). El sistema Flp-In utiliza diversas lineas
celulares que previamente tenian un solo sitio FRT introducido en su genoma. Al expresar la enzima Flp
recombinasa es posible dirigir la integracion de los plasmidos de expresion, incorporando un sitio de recombinacion
de FRT, en este sitio de FRT preintegrado en las células diana.

Usando el sistema Flp-In, Zhou et al. [17] introdujeron un plasmido de expresién de anticuerpo entrante que contiene
un sitio de FRT en la linea celular de ovario de hamster chino (CHO) que incorpora un sitio de FRT (células CHOF).
Su trabajo describe la construccién de una biblioteca de presentacion en la que se mutagenizaron 4 restos dentro de
un anticuerpo anti-OX40 existente. La biblioteca se selecciond utilizando FACS para identificar anticuerpos con
afinidad anti-ligando en la superficie celular. El éxito general en la generacién de anticuerpos mejorados se limit6 al
aislamiento de un unico anticuerpo mejorado. La cantidad de clones de células de mamifero Unicos logrados no se
informé.

En un documento de seguimiento, Li ef al. en 2012 [18] usaron linfocitos de un paciente con hepatitis B para
construir una biblioteca de presentacion de anticuerpos. Se produjeron bibliotecas separadas con los genes de
cadena pesada y ligera obtenidos de un donante que se habia inmunizado con HBsAg, que se informo6
individualmente que eran bibliotecas de tamario 1,02 x 10% y 1,78 x 105, respectivamente. Después, se produjo una
biblioteca secundaria que incluia tanto las cadenas pesadas como las ligeras que, segun se informa, tenian un
tamafio de 4,32 x 10°. El analisis FACS indico segun se informa que aproximadamente el 40 % de las células
mostraban anticuerpos de longitud completa detectables sobre la superficie celular. El cribado de FACS de la
biblioteca identifico anticuerpos que se unian a HBsAg. De una muestra de 8 miembros de la biblioteca
seleccionados que se unieron al antigeno, se encontré que seis tenian el mismo anticuerpo, por lo que en total se
identificaron tres clones Unicos anti-HBsAg.

El éxito bastante limitado de este trabajo puede deberse al hecho de que el sistema Flp-In esta disefiado para una
integracién precisa en un numero limitado de clones en lugar de una construccién de biblioteca grande. Por lo tanto,
existe un conflicto potencial entre lograr la fidelidad de la integracién y lograr el tamafio maximo de la biblioteca. El
sistema Flp-In utiliza una recombinasa Flp mutante en el plasmido pOG44 que posee solo el 10 % de la actividad a
37 °C de la recombinasa Flp nativa [19]. Se ha identificado una variante de la recombinasa Flp (Flpe) con mejor
termoestabilidad y mayor actividad que la de tipo silvestre [19, 20]. Esto se mejord aun mas mediante la optimizacion



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2712632713

del codon para crear Flpo codificado dentro del plasmido cCAGGS- Flpo (Genebridges Cat. A203). Sin embargo,
segun el manual de Flp-In:

"Al generar lineas celulares de expresion Flp-In™, es importante recordar que esta seleccionando un evento de
recombinacién relativamente raro, ya que se desea que la recombinacion e integracién de su construccion
pcDNA™S/FRT tenga lugar solo a través del sitio de FRT y durante un tiempo limitado. En este caso, el uso de
una recombinasa Flp altamente ineficiente es beneficioso y puede disminuir la aparicién de otros eventos de
recombinacion no deseados...

...Para aumentar la probabilidad de obtener integrantes individuales, se debera disminuir la eficacia de la
transfeccion limitando la cantidad de ADN plasmidico que se transfecta"

Esto se repite en Buchholz et al., 1996 [19]:
"FLP puede ser particularmente util para aplicaciones que no dependen de la eficiencia, sino que dependen de una
regulacién estricta".

En experimentos de modelo y usando "instrucciones descritas en el manual”, Zhou et al. (2010) [17] demostraron de
hecho que tuvieron lugar inserciones de copias unicas en >90 % de los clones. Sin embargo, en la construccion de
bibliotecas se utilizaron cantidades relativamente altas de plasmido de expresion (2,5-3,2 ug por 108 células) y un
exceso de donante sobre el plasmido que codifica la recombinasa pOG44 [17, 18]. El sistema Flp-In recomienda
utilizar una relacion de al menos 9:1 a favor del plasmido que codifica la recombinasa frente al plasmido de
expresion. Sin embargo, cuando se busca aumentar el tamafio de la biblioteca transfectando grandes cantidades de
ADN, existe la posibilidad de una integracion aleatoria del plasmido entrante [21]. En todos los estudios, no se
informé la precision de la integracién y el numero de integrantes por célula en las condiciones de "construccién de la
biblioteca".

En la integracién de genes dirigida por nucleasas, se utiliza una nucleasa de sitio especifico para escindir el ADN
celular en una ubicacién especifica. Previamente se ha demostrado que esto aumenta la velocidad de
recombinacién homéloga en al menos 40.000 veces y también permite la reparacion mediante mecanismos de union
de extremos no homoélogos. Esta mejora de la integracion de sitio especifico no se ha usado o contemplado
previamente para resolver los problemas asociados con la creacién de bibliotecas de aglutinantes.

El documento de patente US20100212035 describe métodos para la generacion de roedores capaces de expresar
anticuerpos exodgenos dirigiéndose al locus de inmunoglobulina de un embrién de mamifero con una meganucleasa
para dirigir la integracion de un ADN donante. Se describe el potencial para crear bibliotecas de variantes de
meganucleasas para crear nuevas especificidades de escision del ADN, pero no se contempla el uso de
meganucleasas para la generacién de bibliotecas de aglutinantes.

El documento de patente WO 2013/190032 A1 describe la integracion de genes en un locus especifico (Fer1L4)
previamente modificado con ADN exdgeno (una célula hospedadora de "integracion de sitio especifico” SSI) para
incorporar sitios de recombinasa, tales como sitios de loxP y FRT para la introducciéon génica de sitio especifico
mediada por recombinasa. No se describe la generacion de bibliotecas dirigidas por nucleasas.

El documento de patente WO 2012/167192 A2 describe el direccionamiento de genes a un locus que luego puede
seleccionarse para la amplificacion. Se emplean métodos dirigidos por nucleasas para dirigirse al locus. No se
describe la generacion de bibliotecas dirigidas por nucleasas.

El documento de patente US 2009/0263900A1 describe moléculas de ADN que comprenden brazos de homologia y
su uso en meétodos de recombinacién homoéloga. No se describe la generacion de bibliotecas dirigidas por
nucleasas.

El documento de patente WO 2011/100058 describe métodos para la integracion de acido nucleico en un genoma
que evita la necesidad de brazos de homologia largos y, en cambio, se basa en la microhomologia o "extremos
adhesivos" en el genoma y el donante para ayudar a la integraciéon directa. No se describe la generacién de
bibliotecas dirigidas por nucleasas.

El documento de patente WO 2011/090804 describe métodos para la integracion de multiples genes o multiples
copias del mismo gen utilizando diferentes nucleasas con dedos de cinc (ZFN) en rondas secuenciales. No se
describe la generacion de bibliotecas dirigidas por nucleasas.

El documento de patente W02014/039872 describe métodos para modificar células vegetales, que incorporan un
"sitio de aterrizaje" en el que el ADN donante se integra mediante recombinacion homéloga o unién de extremos no
homologos utilizando nucleasas de sitio dirigido. Las bibliotecas de cromosomas artificiales bacterianos (BAC) se
utilizan para la clonacion inicial del ADN donante. Las bibliotecas se mencionan en relacién con los métodos de
secuenciacion de lllumina. No se describe la generacion de bibliotecas dirigidas por nucleasas.
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El documento de patente WO02007/047859 A2 describe métodos para modificar la especificidad de las
meganucleasas y su uso para dirigirse a loci genémicos. Se describen bibliotecas de meganucleasas mutantes que
pueden contener meganucleasas con nueva especificidad de nucleasa. No se describe la generacion de bibliotecas
dirigidas por nucleasas.

El documento de patente US2014/0113375 A1 describe un sistema de expresion transitoria para la generacién de
secuencias de ADN monocatenarias homélogas a una secuencia genémica diana, que puede ser transportada al
nucleo para alterar la informaciéon genética de la secuencia gendmica diana a través de vias de reparacion de ADN o
recombinacién homoéloga. Se sugiere que se pueda crear una "biblioteca" de mutaciones mediante la transcripcion
inversa de baja fidelidad del ADN introducido (no de biblioteca). No se describe la presentacion y seleccion de
moléculas de mamifero con actividad de unién.

El documento de patente US2012/0277120 describe métodos y composiciones para la integracion simultanea de
una pluralidad de acidos nucleicos exdégenos en una sola reaccion de transformaciéon que utiliza la maquinaria de
recombinacion homoéloga nativa en levaduras, cuya recombinacién se puede mejorar adicionalmente mediante la
induccién de roturas bicatenarias dirigidas en el genoma de la célula hospedadora en los sitios de integracion
previstos. Los métodos pretenden superar la necesidad de multiples rondas de modificacién para integrar multiples
ensamblajes de ADN, por ejemplo, para la construccién de vias metabdlicas funcionales en microbios industriales,
tal como la levadura. No se describe la presentacion o expresion de bibliotecas de moléculas de unién, el uso de
eucariotas superiores y la seleccién de moléculas con actividad de unién.

Moehle et al. [21] informan que una rotura bicatenaria colocada con precision inducida por las nucleasas con dedos
de cinc (ZFN) modificadas por ingenieria genética puede estimular la integracion de largos segmentos de ADN en
una ubicacién genémica predeterminada, dando como resultado la adicion génica de sitio dirigido de alta eficiencia.
Los autores utilizaron un donante de ADN extracromosémico que llevaba una etiqueta de 12 pb, un ORF de 900 pb,
0 una unidad de transcripcion de promotor de 1,5 kb flanqueada por brazos de homologia de locus especifico y
notificaron frecuencias de integracion dirigida del 15 %, 6 % y el 5 %, respectivamente, en las 72 h de tratamiento, y
sin seleccién para el evento deseado. Los autores informan que el evento de integracion se produce de forma
dirigida por homologia y conduce a la reconstruccion precisa del genotipo del donante especifico en el locus
cromosomico enddgeno, y por lo tanto, es probable que sea resultado de la reparacién de hibridacion de la rotura de
la cadena dependiente de la sintesis utilizando el ADN donante como plantilla. Esta adicion génica de sitio especifico
se produce sin un aumento medible en la tasa de integracion aleatoria. Los autores también informan que las ZFN
pueden conducir la adicion de una secuencia de 8 kb que lleva tres unidades de transcripcion de promotor distintas a
un locus endégeno a una frecuencia del 6 %, también en ausencia de cualquier seleccion. Proc Natl Acad Sci USA.
(2007) Feb 27; 104(9):3055-60.

Cristea et al. (2013) [22] informan que la inclusién de un sitio diana de la nucleasa en el plasmido donante seguido
de la escision de la nucleasa in vivo tanto del donante como del cromosoma da como resultado una integracion
eficiente de moléculas grandes de ADN de tamario transgénico en la rotura bicatenaria cromosémica. Los autores
informan que las células CHO, un tipo de célula recalcitrante a la integracion basada en homologia, son
competentes en la captura de donantes transgénicos in vivo linealizados. También informan de una desactivacién
del gen FUT8 de hamster a través de la integracion simultanea mediada por la nucleasa ZFN o TALE de un casete
de anticuerpos. Cristea et al. declaran que sus resultados permiten la adicién eficiente de transgenes dirigida a
células y organismos que se comportan mal con los enfoques tradicionales impulsados por la homologia.

Para comprender plenamente el potencial de la presentacion de anticuerpos en células de mamiferos y otros
eucariotas superiores, existe la necesidad de un sistema para crear bibliotecas grandes que combinen una
integracion precisa en un sitio predefinido con una eficiencia que permita la construccién de bibliotecas grandes.

Sumario de la invencidn
La invencion se expone en las reivindicaciones adjuntas.

Se ha superado el problema de crear grandes bibliotecas de aglutinantes que incluyan uno o dos genes de
aglutinantes por célula mediante el uso de la integracion dirigida por nucleasas de poblaciones de genes que
codifican aglutinantes. Por lo tanto, la invencion permite la preparacién de poblaciones de células eucariotas en las
que un repertorio de codificacién de aglutinantes se integra en un locus fijo en el genoma permitiendo la expresién
de la molécula de unién codificada, creando de este modo una poblacion de células que expresan diferentes
aglutinantes.

La presente invencion se refiere a métodos para producir bibliotecas de células eucariotas que codifican un
repertorio de moléculas de unidén ("aglutinantes") que reconocen una diana, en los que los métodos usan una
nucleasa de sitio especifico para la escision dirigida del ADN celular para mejorar la integracion de sitio especifico
de genes de aglutinantes a través de mecanismos de reparacion celular enddégenos. Los aglutinantes son
anticuerpos, proteinas o péptidos. Las nucleasas de sitio especifico permiten la introduccion precisa del ADN
donante que codifica las moléculas de aglutinante en uno o mas loci definidos dentro del genoma eucariota u otro
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ADN celular eucariota. La invencion proporciona métodos para preparar poblaciones de células eucariotas en las
que un repertorio de genes que codifican aglutinantes se integran en un locus deseado en el ADN celular (por
ejemplo, un locus genémico) que permite la expresion de la molécula de unién codificada, creando de este modo
una poblacion de células que expresan diferentes aglutinantes.

La construccién de bibliotecas de aglutinantes dentro de células eucariotas de acuerdo con la presente invencion
tiene ventajas sobre los enfoques dirigidos por recombinasa para la incorporacién de sitio dirigido de construcciones
de expresion. La presente invencién usa la escision del ADN celular por nucleasas de sitio especifico para resolver
problemas previamente asociados con la construcciéon de grandes repertorios de genes de aglutinantes en células
eucariotas y particularmente eucariotas superiores. Esta invencion permite la creacion eficiente de grandes
poblaciones de clones celulares, cada uno de los cuales expresa aglutinantes individuales integrados en un locus fijo
en el ADN celular. A partir de estas bibliotecas de clones celulares, es posible aislar genes que codifican proteinas y
péptidos novedosos de unién o modificadores de la funcién.

En lugar del intercambio de ADN dirigido por recombinasa, el enfoque de la presente invencién utiliza la escision de
sitio especifico del ADN celular (por ejemplo, gendmico) seguido del uso de mecanismos de reparacién naturales
para integrar el ADN donante que codifica el aglutinante. Después de la escisién del ADN celular en una secuencia
reconocida por la nucleasa de sitio especifico ("secuencia de reconocimiento"), las roturas en el ADN celular se
reparan utilizando mecanismos tales como la recombinacion homologa o la unién de extremos no homélogos
(NHEJ). La creacion de roturas de sitio especifico en el ADN celular mejora la incorporacion de ADN donante
exogeno permitiendo la construccion de grandes poblaciones de células con genes de aglutinantes integrados en un
locus fijo.

Hasta la fecha, las nucleasas de sitio especifico tales como meganucleasas, ZFN, nucleasas TALE y sistemas
CRISPR/Cas se han dirigido hacia la creacion eficiente de células con modificaciones para genes enddégenos o para
la introduccién de genes indicadores para el estudio de la funcién celular. También hay casos en los que la
orientacion gendmica dirigida por nucleasas se ha utilizado para integrar genes que codifican anticuerpos de un solo
secretado para la produccion de anticuerpos (mediante purificacién a partir de un medio de cultivo) [21, 22].

La invencién simplifica la construccién de grandes bibliotecas al tiempo que dirige la integracion a un nimero Unico o
limitado de loci genéticos definidos. La integraciéon del ADN donante en uno o mas loci fijos normaliza la
transcripcion en comparacion con la integracion aleatoria de nUmeros variables de transgenes, y permite la seleccion
de clones de anticuerpos sobre la base de las propiedades de traslacion y estabilidad del propio aglutinante. La
integracion fiel del ADN donante en una ubicacién o ubicaciones predeterminadas en el ADN celular da como
resultado niveles relativamente uniformes de transcripcion de aglutinantes en la biblioteca, y la alta eficiencia de la
introduccién del ADN donante hace que las poblaciones de células creadas por los métodos de la invencion sean
particularmente utiles como bibliotecas para la presentacion y seleccion de aglutinantes. Por lo tanto, los métodos de
la invencion producen bibliotecas de alta calidad de aglutinantes en células eucariotas, que pueden cribarse para
identificar células que codifican y expresan un aglutinante especifico para una diana de interés.

En diversos aspectos, la invencion se refiere a métodos nuevos y mejorados para preparar bibliotecas de células
eucariotas, a las propias bibliotecas, al aislamiento de los aglutinantes deseados, a la codificacion de acido nucleico
y a las células de las bibliotecas, y a usos de las bibliotecas tales como para la expresion y cribado de moléculas de
unién y para el cribado de los efectos de las moléculas de unién. Se describiran diversos métodos para producir
bibliotecas in vitro y usar bibliotecas in vitro o in vivo.

La invencidén proporciona un método para producir una biblioteca de clones de células eucariotas que contienen
ADN que codifica un repertorio diverso de aglutinantes, comprendiendo el método usar una nucleasa de sitio
especifico para dirigirse a la escision del ADN de células eucariotas para mejorar la integracion de sitio especifico de
los genes de aglutinantes en el ADN celular a través de mecanismos de reparacion del ADN celular endégenos.

Un método para producir una biblioteca de clones de células eucariotas que contienen ADN que codifica un
repertorio diverso de aglutinantes puede comprender:

proporcionar moléculas de ADN donante que codifican los aglutinantes, y células eucariotas,

introducir el ADN donante en las células y proporcionar una nucleasa de sitio especifico dentro de las células, en
donde la nucleasa escinde el ADN celular para crear un sitio de integracion en el que el ADN donante se integra
en el ADN celular, teniendo lugar la integracion a través de mecanismos de reparacion del ADN, endégenos a las
células.

Para los aglutinantes multiméricos que comprenden al menos una primera y segunda subunidades (es decir,
cadenas polipeptidicas separadas, tales como los dominios VH y VL del anticuerpo presentados en un formato Fab o
IgG), las multiples subunidades pueden codificarse en la misma molécula de ADN donante. Sin embargo, puede ser
deseable integrar las diferentes subunidades en loci separados, en cuyo caso las subunidades pueden
proporcionarse en moléculas de ADN donante separadas. Estos podrian integrarse dentro del mismo ciclo de
integracion dirigida por nucleasas o podrian integrarse secuencialmente utilizando integracion dirigida por nucleasas
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para una o ambas etapas de integracion.

Los métodos para producir bibliotecas de clones de células eucariotas que codifican aglutinantes multiméricos
pueden comprender:

proporcionar células eucariotas que contienen ADN que codifica la primera subunidad, y proporcionar moléculas
de ADN donante que codifican la segunda subunidad de aglutinante,

introducir el ADN donante en las células y proporcionar una nucleasa de sitio especifico dentro de las células, en
donde la nucleasa escinde una secuencia de reconocimiento en el ADN celular para crear un sitio de integracion
en el que el ADN donante se integra en el ADN celular, teniendo lugar la integracion a través de mecanismos de
reparacion del ADN, endogenos a las células, creando de este modo células recombinantes mientras que
contienen ADN donante integrado en el ADN celular. Estas células recombinantes contendran ADN que codifica
la primera y segunda subunidades del aglutinante multimérico, y pueden cultivarse para expresar ambas
subunidades. Los aglutinantes multiméricos se obtienen por expresién y ensamblaje de las subunidades
codificadas por separado.

En el ejemplo anterior, la integracion dirigida por nucleasas se usa para integrar ADN que codifica una segunda
subunidad en células que ya contienen ADN que codifica una primera subunidad. La primera subunidad podria
introducirse previamente utilizando las técnicas de la presente invencion o cualquier otro método de integracion de
ADN adecuado. Un enfoque alternativo es usar la integracion dirigida por nucleasas en un primer ciclo de
introduccion de ADN donante, para integrar una primera subunidad, seguido de la introduccién de la segunda
subunidad ya sea por el mismo enfoque o por cualquier otro método adecuado. Si el enfoque dirigido por nucleasas
se usa en multiples ciclos de integracion, se pueden usar opcionalmente diferentes nucleasas de sitio especifico
para impulsar la integracion del ADN donante dirigido por nucleasas en diferentes sitios de reconocimiento. Un
método para generar la biblioteca puede comprender:

proporcionar las primeras moléculas de ADN donante que codifican la primera subunidad y proporcionar células
eucariotas,

introducir el primer ADN donante en las células y proporcionar una nucleasa de sitio especifico dentro de las
células, en donde la nucleasa escinde una secuencia de reconocimiento en el ADN celular para crear un sitio de
integracién en el que el ADN donante se integra en el ADN celular, teniendo lugar la integraciéon a través de
mecanismos de reparacion del ADN enddgenos a las células, creando de este modo un primer conjunto de
células recombinantes que contienen un primer ADN donante integrado en el ADN celular,

cultivar el primer conjunto de células recombinantes para producir un primer conjunto de clones que contienen
ADN que codifica la primera subunidad,

introducir las moléculas del segundo ADN donante que codifican la segunda subunidad en las células del primer
conjunto de clones, en donde el segundo ADN donante se integra en el ADN celular del primer conjunto de
clones, creando de este modo un segundo conjunto de células recombinantes que contienen el primer y segundo
ADN donante integrado en el ADN celular, y

cultivar el segundo conjunto de células recombinantes para producir un segundo conjunto de clones, conteniendo
estos clones ADN que codifica la primera y segunda subunidades del aglutinante multimérico,

proporcionar de este modo una biblioteca de clones de células eucariotas que contienen ADN donante que
codifica el repertorio de aglutinantes multiméricos.

La integracion de sitio especifico del ADN donante en el ADN celular crea células recombinantes, que pueden
cultivarse para producir clones. Por lo tanto, las células recombinantes individuales en las que se ha integrado el
ADN donante se replican para generar poblaciones clonales de células ("clones"), derivandose cada clon de una
célula recombinante original. Por lo tanto, el método genera una serie de clones correspondientes al nimero de
células en las que se integro con éxito el ADN donante. La coleccién de clones forma una biblioteca que codifica el
repertorio de aglutinantes (0, en una etapa intermedia donde las subunidades de aglutinante se integran en rondas
separadas, los clones pueden codificar un conjunto de subunidades de aglutinante). Por lo tanto, los métodos de la
invencién pueden proporcionar una biblioteca de clones de células eucariotas que contienen ADN donante que
codifica el repertorio de aglutinantes.

Los métodos de la invencion pueden generar bibliotecas de clones que contienen ADN donante integrado en un
locus fijo, o en mdltiples loci fijos, en el ADN celular. Por "fijo" se entiende que el locus es el mismo entre las células.
Las células utilizadas para la creacion de la biblioteca, por lo tanto, pueden contener una secuencia de
reconocimiento de nucleasas en un locus fijo, que representa un sitio de aterrizaje universal en el ADN celular en el
que el ADN donante puede integrarse. La secuencia de reconocimiento para la nucleasa de sitio especifico puede
estar presente en una o mas de una posicion en el ADN celular.

Las bibliotecas producidas de acuerdo con la presente invencién pueden emplearse de diversas formas. Se puede
cultivar una biblioteca para expresar los aglutinantes, produciendo de este modo un repertorio diverso de
aglutinantes. Una biblioteca puede seleccionarse para una célula de un fenotipo deseado, en donde el fenotipo es
resultado de la expresion de un aglutinante por una célula. La seleccion de fenotipos es posible en la que las células
de la biblioteca se cultivan para expresar los aglutinantes, seguido de la deteccién de si el fenotipo deseado se
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muestra en los clones de la biblioteca. Las lecturas celulares pueden basarse en la alteracién del comportamiento
celular, tal como la expresién alterada de genes indicadores enddgenos o exdgenos, el estado de diferenciacion, la
proliferacion, la supervivencia, el tamafio celular, el metabolismo o las interacciones alteradas con otras células.
Cuando se detecta el fenotipo deseado, pueden recuperarse entonces las células de un clon que presenta el
fenotipo deseado. Opcionalmente, el ADN que codifica el aglutinante se aisla entonces del clon recuperado,
proporcionando ADN que codifica un aglutinante que produce el fenotipo deseado cuando se expresa en la célula.

Un propésito clave para el que se han usado bibliotecas de células eucariotas es en los métodos de seleccion de
aglutinantes que reconocen una diana de interés. En dichos métodos, se cultiva una biblioteca para expresar los
aglutinantes, y los aglutinantes se exponen a la diana para permitir el reconocimiento de la diana por uno o mas
aglutinantes afines, si estan presentes, y detectar si la diana es reconocida por un aglutinante analogo. En dichos
métodos, los aglutinantes pueden mostrarse sobre la superficie celular y los clones de la biblioteca que presentan
los aglutinantes con las propiedades deseadas pueden aislarse. Por lo tanto, las células que incorporan genes que
codifican aglutinantes con caracteristicas funcionales o de union deseadas podrian identificarse dentro de la
biblioteca. Los genes se pueden recuperar y usar para la produccién del aglutinante o se pueden usar para una
modificacién adicional para crear bibliotecas de derivados de aglutinantes para producir aglutinantes con
propiedades mejoradas.

La presente invencion ofrece ventajas sobre los enfoques anteriores para la construccion de bibliotecas en
eucariotas superiores. Algunos estudios han utilizado la infeccién lentiviral para introducir genes de anticuerpos en
células indicadoras de mamifero [106]. Esto tiene la ventaja de que se pueden generar grandes bibliotecas, pero no
hay control sobre el sitio de integracion y el numero de copias se controla mediante una baja multiplicidad de
infeccion (como se ha analizado anteriormente). En un enfoque alternativo, los genes de anticuerpos se introdujeron
mediante recombinacién homéloga, sin el beneficio de la integracién dirigida por nucleasas y utilizando brazos de
homologia de 10 kb, pero la eficacia del direccionamiento fue relativamente baja, lo que significa que el tamafio
potencial de la biblioteca era limitado [105]. En contraste, el uso de nucleasas dirigidas por secuencia conserva los
beneficios de la integracion dirigida a uno o unos pocos loci de eleccion mientras permite la construccion eficiente de
grandes bibliotecas. La integracién dirigida por nucleasas tiene la ventaja de que los transgenes se dirigen a un
locus fijo o loci fijos dentro del ADN celular. Esto significa que la actividad del promotor que impulsa la transcripcion
de los genes de aglutinante en todos los clones sera la misma y la funcionalidad de cada aglutinante sera un reflejo
de su potencia inherente, la eficiencia de la traduccion y la estabilidad en lugar de deberse a la variacion relacionada
con el sitio de integracién. El direccionamiento a un solo nimero o un nimero limitado de loci también permitira un
mejor control de la expresion si es necesario, por ejemplo, utilizando promotores inducibles.

A continuacion, se describen con mas detalle diversas caracteristicas de la invencion. Se observa que los
encabezados utilizados a lo largo de esta memoria descriptiva son solo para ayudar a la navegacion y no deben
interpretarse como definitivos, y que las realizaciones descritas en diferentes secciones se pueden combinar segun
sea apropiado.

Descripcion detallada
Células eucariotas

El potencial de las poblaciones de células eucariotas que expresan un repertorio diverso de aglutinantes se ilustra y
se analiza en los Ejemplos en el presente documento en relaciéon con la expresion de repertorios de anticuerpos en
la superficie de células de mamifero. Los beneficios de la invenciéon no se limitan a las células de mamifero e
incluyen todos los eucariotas.

La levadura (por ejemplo, Saccharomyces cerevisiae) tiene un genoma mas pequefio que las células de mamifero y
la recombinacion homoéloga dirigida por brazos de homologia (en ausencia de escision dirigida por nucleasas) es
una forma eficaz de introducir ADN extrafio en comparacion con los eucariotas superiores. Por lo tanto, un beneficio
particular de la integracion dirigida por nucleasas de la presente invencion se refiere a la integracion de genes de
aglutinante en células eucariotas superiores con genomas mas grandes donde la recombinacion homéloga en
ausencia de escision de nucleasas es menos eficaz. La integracién dirigida por nucleasas se ha utilizado en células
de levadura para resolver el problema de la integracion eficiente de multiples genes en células de levadura
individuales, por ejemplo, para la modificacion por ingenieria de vias metabolicas (documento US2012/0277120),
pero este trabajo no incorpora la introduccién de bibliotecas de aglutinantes ni aborda los problemas de la
construccion de bibliotecas en los eucariotas superiores.

Las bibliotecas de células eucariotas de acuerdo con la presente invencion son preferiblemente células eucariotas
superiores, definidas aqui como células con un genoma mayor que el de Saccharomyces cerevisiae que tiene un
tamafio de genoma de 12 x 108 pares de bases (pb). Las células eucariotas superiores pueden tener, por ejemplo,
un tamafio de genoma superior a 2 x 107 pares de bases. Esto incluye, por ejemplo, células de mamifero, aves,
insectos o vegetales. Preferiblemente, las células son células de mamifero, por ejemplo, ratbn o humano. Las
células pueden ser células primarias o lineas celulares. Las células de ovario de hamster chino (CHO) se usan
comunmente para la expresion de anticuerpos y proteinas, pero se puede usar en la invencion cualquier linea celular
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estable alternativa. Las células HEK293 se usan en los Ejemplos en el presente documento. Hay métodos
disponibles para la introduccion eficiente de ADN extrafio en las células primarias, lo que permite su uso (por
ejemplo, mediante electroporacion donde se han logrado eficiencias y viabilidades de hasta el 95 %)
http://www.maxcyte.com/technology/primary-cells-stem-cells.php).

Las células de linaje de linfocitos T (por ejemplo, linfocitos T primarios o una linea de linfocitos T) o células de linaje
de linfocitos B estan entre los tipos de células preferidos. De particular interés son los linfocitos T primarios o las
lineas celulares derivadas de linfocitos T para su uso en bibliotecas de TCR, incluidas las lineas celulares que
carecen de la expresion de TCR [23, 24, 25]. Los ejemplos de células del linaje de linfocitos B incluyen linfocitos B,
linfocitos pre-B o linfocitos pro-B y lineas celulares derivadas de cualquiera de estos.

La construccion de bibliotecas en linfocitos B primarios o lineas de linfocitos B seria de particular valor para la
construccion de bibliotecas de anticuerpos. Breous-Nystrom ef al. [15] han generado bibliotecas en una linea de
linfocitos pre-B murinos (1624-5). La linea celular derivada de linfocitos B de pollo DT40 (ATCC CRL-2111) tiene una
promesa particular para la construcciéon de bibliotecas de aglutinantes. DT40 es una linea celular pequefia con una
tasa de division celular relativamente rapida. Los repertorios de aglutinantes podrian dirigirse a loci especificos
utilizando ZFN, nucleasas TALE o CRISPR/Cas9 dirigidas a secuencias endoégenas o dirigiéndose a sitios
heterologos preintegrados que podrian incluir sitios de reconocimiento de meganucleasa. Las células DT40
expresan anticuerpos y, por lo tanto, sera ventajoso dirigirse a los genes de anticuerpos dentro del locus de
anticuerpos con o sin alteracion de los dominios variables de anticuerpos de pollo endégenos. Las células DT40
también se han utilizado como la base de un sistema in vitro para la generacion de IgM de pollo denominado sistema
de biblioteca de diversificacion auténoma (sistema ADLib) que aprovecha la diversificacion intrinseca que se
produce en el locus del anticuerpo de pollo. Como resultado de esta diversificacion endoégena, es posible generar
especificidades novedosas. El enfoque dirigido por nucleasas descrito aqui podria usarse en combinacién con ADLib
para combinar diversas bibliotecas de aglutinantes de fuentes heterélogas (por ejemplo, repertorios de regiones
variables de anticuerpos humanos o andamiajes alternativos derivados sintéticamente) con el potencial de una
diversificacion adicional con el locus de IgG de pollo. Se podrian aplicar beneficios similares a las lineas de linfocitos
B humanos como Nalm6 [26]. Otras lineas celulares de interés del linaje B incluyen lineas tales como la linea de
linfocitos pre-B murinos 1624-5 y la linea de linfocitos pro-B Ba/F3. Ba/F3 depende de IL-3 [27] y su uso se analiza
en otra parte del presente documento. Finalmente, se podrian usar varias lineas celulares humanas, incluidas las
enumeradas en la "Enciclopedia de lineas celulares de cancer" [28] o "Catalogo COSMIC de mutaciones somaticas
en el cancer" [29].

Normalmente, la biblioteca estara compuesta por un unico tipo de células, producidas por la introduccién de ADN
donante en una poblacion de células eucariotas clonales, por ejemplo, por introduccion de ADN donante en células
de una linea celular particular. La principal diferencia significativa entre los diferentes clones de la biblioteca sera
entonces debido a la integracién del ADN donante.

Sistemas virales eucariotas

Las ventajas del sistema en la creacién de bibliotecas de aglutinantes en células eucariéticas podrian aplicarse a
sistemas de presentacion viral basados en sistemas de expresion eucariotas, por ejemplo, presentacion baculoviral
o presentacion retroviral [1, 2, 3, 4]. En este enfoque, cada célula codificara un aglutinante capaz de incorporarse en
una particula viral. En el caso de los sistemas retrovirales, el ARNm codificante se empaquetaria y el aglutinante
codificado se presentaria en la superficie celular. En el caso de los sistemas baculovirales los genes que codifican el
aglutinante deberian encapsularse en la particula baculoviral para mantener una asociacion entre el gen y la
proteina codificada. Esto podria lograrse utilizando células hospedadoras que portan copias episémicas del genoma
baculoviral. Como alternativa, las copias integradas podrian liberarse siguiendo la accién de una nucleasa especifica
(distinta de la utilizada para impulsar la integracion de sitio especifico). En el caso de las moléculas de aglutinante
multiméricas, algunos socios podrian codificarse dentro del ADN celular con los genes para uno o mas compafneros
empaquetados dentro del virus.

Nucleasa de sitio especifico

La invencién implica el uso de una nucleasa de sitio especifico para la escision dirigida de ADN celular en la
construccion de una biblioteca de células eucariéticas que contienen ADN que codifica un repertorio de aglutinantes,
en donde la escisién del ADN mediada por nucleasas mejora la integracion de sitio especifico de los genes de
aglutinante a través de mecanismos de reparacién de ADN celular endégenos. La nucleasa de sitio especifico
escinde el ADN celular después de la union especifica a una secuencia de reconocimiento, creando de este modo
un sitio de integracion para el ADN donante. La nucleasa puede crear una rotura bicatenaria o una rotura
monocatenaria (una mella). Las células utilizadas para la creacion de la biblioteca pueden contener secuencias
endégenas reconocidas por la nucleasa de sitio especifico o la secuencia de reconocimiento se puede modificar en
el ADN celular.

La nucleasa de sitio especifico puede ser exdgena a las células, es decir, no se produce naturalmente en las células
del tipo elegido.
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La nucleasa de sitio especifico puede introducirse antes, después o simultdneamente con la introduccién del ADN
donante que codifica el aglutinante. Puede ser conveniente que el ADN donante codifique la nucleasa ademas del
aglutinante, o en un acido nucleico separado que se cotransfecta o se introduce de otro modo al mismo tiempo que
el ADN donante. Los clones de una biblioteca pueden conservar opcionalmente el acido nucleico que codifica la
nucleasa de sitio especifico, o dicho acido nucleico puede transfectarse solo transitoriamente en las células.

Se puede usar cualquier nucleasa de sitio especifico adecuada con la invencion. Puede ser una enzima de origen
natural o una variante modificada. Hay una serie de nucleasas conocidas que son especialmente adecuadas, tales
como las que reconocen, o pueden disefiarse para reconocer, secuencias que se producen raramente en el ADN
celular. La escision de la nucleasa en solo uno o dos sitios es ventajosa, ya que esto deberia garantizar que solo
una o dos moléculas de ADN donante estén integradas por célula. La rareza de la secuencia reconocida por la
nucleasa de sitio especifico es mas probable si la secuencia de reconocimiento es relativamente larga. La secuencia
especificamente reconocida por la nucleasa puede ser, por ejemplo, una secuencia de al menos 10, 15, 20, 25 o 30
nucleétidos.

Los ejemplos de nucleasas adecuadas incluyen meganucleasas, nucleasas con dedos de cinc (ZFN), nucleasas
TALE y nucleasas guiadas por acido nucleico (por ejemplo, guiadas por ARN) tales como el sistema CRISPR/Cas.
Cada una de estas produce roturas bicatenarias, aunque se conocen formas modificadas que generan roturas
monocatenarias.

Las meganucleasas (también conocidas como endonucleasas de orientacién) son nucleasas que se producen en
todos los reinos de la vida y reconocen secuencias relativamente largas (12-40 pb). Dada la larga secuencia de
reconocimiento, estan ausentes o se producen con poca frecuencia en genomas eucariotas. Las meganucleasas se
agrupan en 5 familias segun la secuencia/estructura. (LAGLIDADG, GIY-YIG, HNH, caja de His-Cys y PD-(D/E)XK).
La familia mejor estudiada es la familia LAGLIDADG que incluye la meganucleasa I-Scel bien caracterizada de
Saccharomyces cerevisiae. |-Scel reconoce y escinde una secuencia de reconocimiento de 18 pb (5
TAGGGATAACAGGGTAAT) dejando un saliente 3' de 4 pb. Otro ejemplo comunmente utilizado es I-Cre1, que se
origina en el cloroplasto de las algas verdes unicelulares de Chlamydomonas reinhardltii, y reconoce una secuencia
de 22 pb [30]. Se han creado varias variantes modificadas con secuencias de reconocimiento alteradas [31]. Las
meganucleasas representan el primer ejemplo del uso de nucleasas de sitio especifico en la ingenieria del genoma
[49, 50]. Al igual que con los enfoques basados en recombinasa, el uso de I-Sce1 y otras meganucleasas requiere la
insercion previa de un sitio de reconocimiento apropiado a direccionar dentro del genoma o la ingenieria de las
meganucleasas para reconocer los sitios endégenos [30]. Mediante este enfoque, la eficacia de direccionamiento en
las células HEK293 (segun lo juzgado por la "reparacion" dirigida por homologia de un gen GFP defectuoso
integrado) se logré en el 10-20 % de las células a través del uso de |-Sce1 [32].

Una clase preferida de meganucleasas para su uso en la presente invencion son las endonucleasas. Estas incluyen
I-Sce |, I-Chu |, I-Cre |, Csm |, PI-Sce |, PI-Tli |, PI-Mtu I, I-Ceu |, I-Sce I, I-Sce Ill, HO, Pi-Civ |, PI-Ctr |, PI-Aae |, PI-
Bsu I, PI-Dha I, PI-Dra I, PI-Mav I, PI-Mch I, PI-Mfu PI-Mfl I, PI-Mga |, PI-Mgo [, PI-Min |, PI-Mka I, PI-Mle I, PI-Mma I,
PI-Msh |, PI-Msm |, PI-Mth |, PI-Mtu PI-Mxe |, PI-Npu I, PI-Pfu I, PI-Rma I, PI-Spb I, PI-Ssp |, PI-Fac I, PI-Mja I, PI-
Pho |, Pi-Tag I, PI-Thy I, PI-Tko I, I-Msol, y PI-Tsp [; preferiblemente, I-Sce |, I-Cre |, I-Chu I, I-Dmo |, I-Csm I, PI-Sce
I, PI-Pfu I, PI-Tli I, PI-Mtu |, e I-Ceu I.

En los ultimos afios, se han desarrollado varios métodos que permiten el disefio de nuevas nucleasas de secuencia
especifica mediante la fusién de dominios de unién de ADN de secuencia especifica a nucleasas no especificas
para crear nucleasas disefiadas de secuencia especifica dirigidas a través de dominios de unién de ADN a medida.
La especificidad de union puede dirigirse por dominios de unién modificados tales como dominios con dedos de cinc.
Estos son pequefios dominios modulares, estabilizados por iones de cinc, que estan involucrados en el
reconocimiento molecular y se utilizan en la naturaleza para reconocer secuencias de ADN. Las matrices de
dominios con dedos de cinc se han disefiado para la uniéon de secuencia especifica y se han vinculado al dominio de
escision de ADN no especifico de la enzima de restriccion de tipo || Fok1 para crear nucleasas con dedos de cinc
(ZFN). Las ZFN se pueden usar para crear una rotura bicatenaria en sitios especificos dentro del genoma. Fok1 es
un dimero obligado y requiere que dos ZFN se unan en estrecha proximidad para efectuar la escision. La
especificidad de las nucleasas modificadas se ha mejorado y su toxicidad se ha reducido al crear dos variantes de
Fok1 diferentes que estan modificadas para formar solo heterodimeros entre si [33]. Se ha demostrado que dichas
ZFN heterodiméricas obligadas logran una integracién dirigida por homologia en el 5-18 % de las células diana sin la
necesidad de seleccion de farmacos [21, 34, 35]. La incorporacion de inserciones de hasta 8 kb con frecuencias de
>5 % se ha demostrado en ausencia de seleccion.

Recientemente se ha demostrado que los salientes 5' monocatenarios creados por nucleasas tales como las ZFN
ayudan a impulsar la integracién eficiente de los transgenes a los sitios de escision [45]. Esto se ha extendido para
mostrar que la escisién in vivo del ADN donante (a través de la inclusién de un sitio de reconocimiento de nucleasa
especifico dentro del plasmido donante) aumenta la eficiencia en la integracion no homéloga. El mecanismo no esta
completamente claro, pero es posible que la exposicién reducida a las nucleasas celulares a través de la
linealizacién in vivo pueda haber contribuido a la mejora [45]. También son posibles las correspondencias en los
salientes 5' del ADN donante y aceptor, generados por la unién impulsada por las nucleasas. El examen de las
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secuencias en las uniones, sin embargo, mostré la aparicion de eliminaciones. Es posible que las uniones
perfectamente emparejadas continien actuando como sustrato para las nucleasas de sitio dirigido hasta que se
produzca la eliminacion de la secuencia de reconocimiento. Para superar este problema potencial, Maresca et al.
[36] han invertido los sitios de reconocimiento de las ZFN izquierda y derecha dentro del ADN donante, de modo que
la ligadura del ADN donante en el locus genémico conducira a la duplicacién de dos ZFN izquierdas en un flanco de
la integracion y la duplicacion de dos ZFN derechos en el otro flanco. El uso de nucleasas heterodimeras obligadas
(como se describe para Fok1) significa que ninguna de estas secuencias flanqueantes recién creadas puede
escindirse por la nucleasa dirigida.

La capacidad de modificar dominios de unién a ADN de especificidad definida se ha simplificado adicionalmente por
el descubrimiento en bacterias Xanathomonas de moléculas de efectores de tipo activadores de la transcripciéon
(TALE). Estas moléculas TALE consisten en matrices de mondémeros de 33-35 aminoacidos, y reconociendo cada
mondémero una base Unica dentro de una secuencia diana [37]. Esta relacion modular 1:1 ha hecho que sea
relativamente facil disefiar moléculas TALE modificadas para unirse a cualquier diana de ADN de interés. Al acoplar
estos TALE disefiados a Fok1, ha sido posible crear nuevas nucleasas TALE de secuencia especifica. Las
nucleasas TALE, también conocidas como TALEN, ahora se han disefiado para un gran nimero de sitios y muestran
una alta tasa de éxito para una actividad de modificacién génica eficiente [38]. En los ejemplos en el presente
documento, se demostro la integraciéon mejorada del ADN donante mediante el uso de nucleasas TALE. Se han
desarrollado otras variaciones y mejoras de la tecnologia de nucleasas TALE y se podrian utilizar para la generacion
de bibliotecas de aglutinantes a través de la integracion dirigida por nucleasas. Estos incluian "mega-TALEN" donde
un dominio de union a nucleasa TALE se fusiona con una meganucleasa [39] y "TALEN compactas" donde se usa
un unico dominio de reconocimiento de nucleasa TALE para efectuar la escision [40].

En los ultimos afos, se ha descrito otro sistema para dirigir las roturas bicatenarias 0 monocatenarias a secuencias
especificas en el genoma. Este sistema, denominado sistema de "repeticiones palindrébmicas cortas agrupadas y
regularmente interespaciadas (CRISPR) y asociado a CRISPR (Cas)", se basa en un mecanismo de defensa
bacteriana [41]. El sistema CRISPR/Cas se dirige al ADN para su escision a través de un ARN monocatenario
complementario corto (ARN CRISPR o ARNcr) unido a una repeticion palindrémica corta. En el sistema "Tipo II"
comunmente utilizado, el procesamiento del ARN de direccionamiento depende de la presencia de un ARNcr de
trans-activacién (ARNtracr) que tiene una secuencia complementaria a la repeticion palindrémica. La hibridacién del
ARNTtracr con la secuencia de repeticién palindrémica desencadena el procesamiento. El ARN procesado activa el
dominio Cas9 y dirige su actividad a la secuencia complementaria dentro del ADN. El sistema se ha simplificado
para dirigir la escisién de Cas9 a partir de un Unico transcrito de ARN y se ha dirigido a muchas secuencias
diferentes dentro del genoma [42, 43]. Este enfoque de la escision del genoma tiene la ventaja de que se dirige a
través de una secuencia corta de ARN, lo que hace que sea relativamente sencillo disefar la especificidad de la
escision. Por lo tanto, hay varias formas diferentes de lograr la escision de sitio especifico del ADN genémico. Como
se ha descrito anteriormente, esto aumenta la velocidad de integracion de un plasmido donante a través de
mecanismos de reparacioén de ADN celular enddgeno.

El uso de meganucleasas, ZFN, nucleasa TALE o sistemas guiados por acidos nucleicos, tales como los sistemas
CRISPR/Cas9, permitira el direccionamiento de loci endégenos dentro del genoma. En los Ejemplos en el presente
documento, se ha demostrado el direccionamiento al locus AAVS, pero se podrian dirigir loci alternativos. Por
ejemplo, el locus del gen de colageno de tipo | se ha utilizado para la expresion eficiente de transgenes [44].

Como alternativa, podrian introducirse por adelantado sitios de reconocimiento heterélogos para nucleasas dirigidas,
incluyendo meganucleasas, ZFN y nucleasas TALE para el posterior direccionamiento de bibliotecas. En los
Ejemplos en el presente documento, se describe el uso de una nucleasa TALE que reconoce una secuencia dentro
del locus AAVS para introducir mediante recombinacion homéloga, una secuencia de reconocimiento de
meganucleasa |-Sce1 y sitios heterélogos de reconocimiento de nucleasa TALE dentro del locus AAVS. El
direccionamiento dirigido por nucleasas podria usarse para impulsar la insercién de secuencias diana por
recombinacién homoéloga o NHEJ utilizando un vector de ADN o incluso oligonucleétidos bicatenarios [45]. Como
alternativa, se podrian usar métodos de direccionamiento no especificos para introducir sitios de direccionamiento a
través del uso de la integracion dirigida por transposén [46] para introducir sitios de reconocimiento para nucleasas
de sitio especifico. Los sistemas basados en virus, tales como lentivirus, aplicados a bajo titulo también podrian
usarse para introducir sitios de direccionamiento. La transfeccion de ADN junto con el cribado de la insercion de una
sola copia también se ha utilizado para identificar sitios de integracién unicos [17]. Dichos enfoques no especificos
serian particularmente Utiles en el caso de células que no tienen un sitio obvio para el direccionamiento o para
genomas que no se han secuenciado o para genomas para los cuales no se dispone de nucleasas TALE, ZFN o
sistemas Cas9/CRISPR. Una vez que se ha establecido una linea celular después de la insercion aleatoria de un
sitio de reconocimiento de nucleasas, la linea celular se puede usar posteriormente para crear bibliotecas de
aglutinantes donde todos los clones de la biblioteca contienen el transgén en el locus fijo utilizando la integracién
dirigida por nucleasas.

En los Ejemplos presentados, se usan tres plasmidos diferentes que incluyen pares de nucleasas TALE o ZFN en

plasmidos individuales con un plasmido separado para el ADN donante. En el caso de la meganucleasa, la nucleasa
de sitio especifico esta codificada por un solo gen y se introduce en un plasmido con el ADN donante presente en un
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segundo plasmido. Por supuesto, se podrian usar combinaciones que incorporen dos o mas de estos elementos en
el mismo plasmido y esto podria mejorar la eficiencia del direccionamiento reduciendo el numero de plasmidos a
introducir. Ademas, puede ser posible preintegrar la nucleasa o nucleasas que también podrian ser inducibles para
permitir el control temporal de la actividad de la nucleasa, como se ha demostrado para las transposasas [46].
Finalmente, la nucleasa podria introducirse como proteina recombinante o complejo de proteina:ARN (por ejemplo,
en el caso de una nucleasa dirigida por ARN, tal como CRISPR:Cas9).

Locus

Una secuencia de reconocimiento para la nucleasa de sitio especifico puede estar presente en el ADN gendmico, o
ADN episémico que se hereda de forma estable en las células. Por lo tanto, el ADN donante se puede integrar en un
locus gendémico o episémico en el ADN celular.

En su forma mas simple, un Unico gen que codifica un aglutinante (gen de aglutinante) se dirige a un sitio Gnico
dentro del genoma eucariota. La identificacién de una célula que demuestre una actividad de unién particular o un
fenotipo celular permitira el aislamiento directo del gen que codifica la propiedad deseada (por ejemplo, mediante
PCR a partir de ARNm o ADN genoémico). Esto se facilita utilizando una secuencia de reconocimiento Unica para la
nucleasa de sitio especifico, que se produce una vez en el ADN celular. Por lo tanto, las células utilizadas para la
creacion de la biblioteca pueden contener una secuencia de reconocimiento de nucleasas en un solo locus fijo, es
decir, un locus idéntico en todas las células. Las bibliotecas producidas a partir de tales células contendran ADN
donante integrado en el locus fijo, es decir, que se producen en el mismo locus en el ADN celular de todos los clones
en la biblioteca.

Opcionalmente, las secuencias de reconocimiento pueden tener lugar varias veces en el ADN celular, de modo que
las células tienen mas de un sitio de integracién potencial para el ADN donante. Esta seria una situacion tipica para
células diploides o poliploides en las que la secuencia de reconocimiento esta presente en las posiciones
correspondientes en un par de cromosomas, es decir, loci replicados. Las bibliotecas producidas a partir de tales
células pueden contener ADN donante integrado en loci fijos replicados. Por ejemplo, las bibliotecas producidas a
partir de células diploides pueden tener un ADN donante integrado en loci fijos duplicados y las bibliotecas
producidas a partir de células triploides pueden tener un ADN donante integrado en loci fijos triplicados. Muchas
células de mamiferos adecuadas son diploides, y los clones de las bibliotecas de células de mamifero de acuerdo
con la invencion pueden tener ADN donante integrado en loci fijos duplicados.

La secuencia reconocida por la nucleasa de sitio especifico puede tener lugar en mas de un locus independiente en
el ADN celular. Por lo tanto, el ADN donante puede integrarse en multiples loci independientes. Las bibliotecas de
células diploides o poliploides pueden comprender ADN donante integrado en mdltiples loci fijos independientes y/o
en loci fijos replicados.

En células que contienen secuencias de reconocimiento en multiples loci (ya sean loci replicados o independientes),
cada locus representa un sitio de integracién potencial para una molécula de ADN donante. La introduccién del ADN
donante en las células puede dar como resultado la integraciéon en el numero total de secuencias de reconocimiento
de nucleasas presentes en la célula, o el ADN donante puede integrarse en algunos, pero no en todos estos sitios
potenciales. Por ejemplo, cuando se produce una biblioteca a partir de células diploides que contienen secuencias
de reconocimiento en el primer y segundo loci fijo (por ejemplo, loci fijo duplicado), la biblioteca resultante puede
comprender clones en los que el ADN donante se integra en el primer locus fijo, clones en los que el ADN donante
se integra en el segundo locus fijo, y los clones en los que el ADN donante se integra en el primer y segundo loci
fijos.

Por lo tanto, los métodos para producir bibliotecas pueden implicar la escisiéon por nucleasa de sitio especifico de
multiples loci fijos en una célula, y la integracién del ADN donante en los multiples loci fijos. Como se ha sefialado
anteriormente, en los casos en que hay multiples copias de la misma secuencia de reconocimiento (por ejemplo,
como tiene lugar cuando se dirigen a loci endégenos en células diploides o poliploides), es posible que se integren
dos genes de aglutinante, particularmente cuando se utiliza un mecanismo eficiente de direccionamiento, siendo un
solo gen especifico para la diana. Esto se puede resolver durante el cribado posterior una vez que se hayan aislado
los genes de aglutinante.

En algunos casos, puede ser deseable introducir mas de un aglutinante por célula. Por ejemplo, se podrian generar
aglutinantes bi-especificos a partir de dos anticuerpos diferentes que se juntan y estos pueden tener propiedades
ausentes en los aglutinantes individuales [47]. Esto podria lograrse mediante la introduccion de diferentes genes de
anticuerpos en ambos alelos en loci fijos duplicados o dirigiéndose a diferentes poblaciones de anticuerpos en loci
fijos independientes utilizando los métodos descritos en el presente documento. Ademas, un aglutinante puede estar
compuesto por mlultiples cadenas (por ejemplo, los dominios VH y VL del anticuerpo presentados dentro de un
formato Fab o IgG). En este caso, puede ser conveniente integrar las diferentes subunidades en diferentes loci.
Estos podrian integrarse dentro del mismo ciclo de integracién dirigida por nucleasas, o podrian integrarse
secuencialmente utilizando integracién dirigida por nucleasas para una o ambas etapas de integracion.
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Introduccién de ADN donante

Se han descrito numerosos métodos para introducir ADN donante en células eucariotas, incluyendo transfeccion,
infeccion o electroporacion. La transfeccion de un gran nimero de células es posible mediante métodos estandar
que incluyen transfeccion mediada por polietilenimina como se describe en el presente documento. Ademas, hay
métodos disponibles para la electroporacion altamente eficiente de 10'° células en 5 minutos, por ejemplo,
http://www.maxcyte.com.

Se podrian crear bibliotecas combinatorias en las que se introducen en plasmidos diferentes miembros de pares de
unién multiméricos (por ejemplo, genes VH y VL de genes de anticuerpos) o incluso partes diferentes de la misma
molécula de aglutinante. La introduccién de moléculas de ADN donante separadas que codifican aglutinantes
separados o subunidades de aglutinante se puede realizar de manera simultanea o secuencial. Por ejemplo, se
podria introducir una cadena ligera de anticuerpo por transfeccion o infecciéon, las células creceran y se
seleccionaran si es necesario. Después, se podran introducir otros componentes en una etapa posterior de infeccién
o transfeccion. Una o ambas etapas podrian implicar la integraciéon dirigida por nucleasas a loci gendémicos
especificos.

Integracion de ADN donante

El ADN donante se integra en el ADN celular, formando ADN recombinante que tiene una secuencia de ADN
contigua en la que se inserta el ADN donante en el sitio de integracion. En la presente invencion, la integraciéon esta
mediada por los mecanismos de reparacion de ADN natural que son enddgenos a la célula. Por lo tanto, se puede
permitir que la integracién tenga lugar simplemente introduciendo el ADN donante en una célula, permitiendo que la
nucleasa de sitio especifico cree un sitio de integracién, y permitiendo que el ADN donante se integre. Las células
pueden mantenerse en cultivo durante un tiempo suficiente para que el ADN se integre. Esto generalmente dara
como resultado una poblacion mixta de células, incluyendo (i) células recombinantes en las que el ADN donante se
ha integrado en el sitio de integracion creado por la nucleasa de sitio especifico, y opcionalmente (ii) células en las
que el ADN donante se ha integrado en los sitios distintos del sitio de integracién deseado y/u opcionalmente (iii)
células en las que el ADN donante no se ha integrado. Por lo tanto, las células recombinantes deseadas y los clones
resultantes de la biblioteca pueden proporcionarse en una poblacién mixta de otras células eucariotas. Los métodos
de seleccidn descritos en otras partes en el presente documento se pueden usar para enriquecer las células de la
biblioteca.

Los mecanismos de reparacion de ADN endégenos en células eucariotas incluyen recombinacién homologa, unioén
de extremos no homologos (NHEJ) y unién de extremos dirigida por microhomologia. La eficiencia de la modificacién
del ADN mediante tales procesos puede aumentarse mediante la introduccion de roturas bicatenarias (DSB) en el
ADN y se han informado ganancias de eficiencia de 40.000 veces utilizando endonucleasas de corte raras
(meganucleasas) tal como I-Sce1 [48, 49, 50].

A diferencia de la recombinacion de sitio especifico implicada en sistemas tales tal como el sistema Flp-In [16], la
presente invencidén no requiere recombinasas exégenas o sitios de reconocimiento de recombinasas modificadas.
Por lo tanto, opcionalmente, la presente invenciéon no incluye una etapa de integracion del ADN mediada por
recombinasa en la creacion de la biblioteca, y/u opcionalmente las células eucariotas en las que se introduce el ADN
donante carecen de un sitio de recombinacién para una recombinasa de sitio especifico. Los mecanismos y
aspectos practicos de la insercion dirigida de ADN donante en el ADN celular por recombinasas y nucleasas son
muy distintos. Segun lo analizado por Jasin 1996 [50]:

"... la reaccién catalizada por las recombinasas sitio especifico es bastante distinta de la reparacion celular de las
DSB. Las recombinasas sitio especifico, tal como cre, hacen sinapsis con dos sitios de reconocimiento y crean
roturas monocatenarias dentro de los sitios, formando de este modo intermedios de Holliday. Los intermedios se
resuelven para producir eliminaciones, inversiones e inserciones (cointegrantes), todos los cuales restauran los dos
sitios de reconocimiento. La reaccion es absolutamente precisa y, por lo tanto, reversible. Las roturas nunca se
exponen a la maquinaria de reparacion celular”.

En contraste, la nucleasa de sitio especifico actia para crear roturas o mellas dentro del ADN celular (por ejemplo,
gendémico o episdbmico), que se exponen a y se reparan mediante mecanismos de reparacién celular endégenos, tal
como la recombinacién homéloga o NHEJ. Los enfoques basados en la recombinasa tienen un requisito absoluto
para la preintegracion de sus sitios de reconocimiento, por lo que dichos métodos requieren la modificacion por
ingenieria del sitio de integracién del "punto caliente" en el ADN celular como una etapa preliminar. Con la
integracién dirigida por nucleasas, es posible modificar nucleasas o dirigirse a través del ARN guia en el caso de
CRISPR:Cas9 para reconocer loci enddgenos, es decir, las secuencias de acido nucleico que se producen de forma
natural en el ADN celular. Finalmente, a nivel practico, los enfoques dirigidos por nucleasas son mas eficientes para
la integracioén directa de transgenes en los niveles requeridos para hacer grandes bibliotecas de aglutinantes.

El mecanismo de reparacién del ADN mediante el cual el ADN donante se integra en los métodos de la invencion se

puede predeterminar o sesgar en cierta medida mediante el disefio del ADN donante y/o la eleccién de la nucleasa
de sitio especifico.
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La recombinacion homéloga es un mecanismo natural utilizado por las células para reparar roturas bicatenarias
utilizando una secuencia homéloga (por ejemplo, de otro alelo) como plantilla para la reparacién. La recombinacion
homologa se ha utilizado en la ingenieria celular para introducir inserciones (incluidos los transgenes), eliminaciones
y mutaciones puntuales en el genoma. La recombinacién homoéloga se promueve proporcionando brazos de
homologia en el ADN donante. El enfoque original para modificar células eucariotas superiores usé normalmente
brazos de homologia de 5-10 kb dentro de un plasmido donante para aumentar la eficiencia de la integracién dirigida
en el sitio de interés. A pesar de esto, la recombinacion homoéloga impulsada puramente por brazos de homologia
largos, es menos eficiente que la recombinacion dirigida por Flp y Cre, particularmente en eucariotas superiores con
genomas grandes. La recombinacién homologa es particularmente adecuada para eucariotas tal como la levadura,
que tiene un tamario de genoma de solo 12,5 x 108 pb, donde es mas eficaz en comparacion con las eucariotas
superiores con genomas mas grandes, por ejemplo, células de mamifero con 3000 x 10° pb.

La recombinacién homéloga también puede dirigirse a través de mellas [52] en el ADN gendémico y esto también
podria servir como una ruta para la integracion dirigida por nucleasas en el ADN gendmico. Se ha demostrado que
dos vias distintas promueven la recombinacion homéloga en el ADN mellado. Uno es esencialmente similar a la
reparacion en roturas bicatenarias, utilizando Rad51/Brca2, mientras que el otro se inhibe por Rad51/Brca2 y utiliza
preferiblemente ADN monocatenario o ADN donante bicatenario mellado [51].

La unién de extremos no homélogos (NHEJ) es un mecanismo alternativo para reparar las roturas bicatenarias en el
genoma donde los extremos del ADN se vuelven a ligar directamente sin la necesidad de una plantilla homéloga. La
escision dirigida por nucleasas del ADN gendémico también puede mejorar la integracién transgénica a través de
mecanismos no basados en homologia. Este enfoque con respecto a la reparacion del ADN es menos preciso y
puede conducir a inserciones o eliminaciones. No obstante, NHEJ proporciona un medio simple para integrar los
exones en marco en el intrén o permite la integracion de los casetes promotor:gen en el genoma. El uso de métodos
no homélogos permite el uso de vectores donantes que carecen de brazos de homologia, simplificando de este
modo la construccion del ADN donante.

Se ha sefialado que se utilizan regiones cortas de homologia terminal para volver a unir los extremos del ADN y se
planted la hipotesis de que se podrian utilizar 4 pb de microhomologia para dirigir la reparacion en roturas
bicatenarias, denominadas union de extremos dirigida por microhomologia [50].

ADN donante

El ADN donante usualmente sera ADN circularizado, y se puede proporcionar como un plasmido o vector. EIl ADN
lineal es otra posibilidad. Las moléculas de ADN donante pueden comprender regiones que no se integran en el
ADN celular, ademas de una o mas secuencias de ADN donante que se integran en el ADN celular. El ADN es
normalmente bicatenario, aunque en algunos casos se puede usar ADN monocatenario. El ADN donante contiene
uno o mas transgenes que codifican un aglutinante, por ejemplo, puede comprender un casete promotor:gen.

En el formato mas simple, se puede usar ADN de plasmido circular bicatenario para dirigir la recombinacion
homéloga. Esto requiere regiones de ADN que flanquean los transgenes que son homélogos a la secuencia de ADN
que flanquea el sitio de escision en el ADN genémico. EI ADN plasmidico bicatenario linealizado o el producto de
PCR o los genes sintéticos podrian usarse para dirigir tanto la recombinacién homologa como las vias de reparacion
de la NHEJ. Como alternativa al ADN bicatenario, es posible utilizar ADN monocatenario para dirigir la
recombinacion homéloga [52]. Un enfoque comun para generar ADN monocatenario es incluir un origen de
replicacién monocatenario de un bacteriéfago filamentoso en el plasmido.

Se han utilizado virus de ADN monocatenario tal como el virus adenoasociado (AAV) para impulsar una
recombinacién homologa eficiente donde se ha demostrado que la eficiencia mejora en varios érdenes de magnitud
[53, 54]. Los sistemas tales como los sistemas AAV podrian usarse junto con la escision dirigida por nucleasas para
la construccién de grandes bibliotecas de aglutinantes. Los beneficios de ambos sistemas podrian aplicarse al
direccionamiento de bibliotecas de aglutinantes. El limite de empaquetamiento de los vectores de AAV es de 4,7 kb,
pero el uso de la digestion con nucleasa del ADN gendémico diana reducira esto permitiendo que se incorporen
construcciones transgénicas méas grandes.

Una molécula de ADN donante puede codificar un Unico aglutinante o mudltiples aglutinantes. Opcionalmente,
pueden codificarse multiples subunidades de un aglutinante por molécula de ADN donante. En algunas
realizaciones, el ADN donante codifica una subunidad de un aglutinante multimérico.

Promotores y elementos genéticos para la seleccion

La transcripcion del aglutinante a partir del ADN donante codificante generalmente se logrard colocando la
secuencia que codifica el aglutinante bajo el control de un promotor y, opcionalmente, uno o mas elementos
potenciadores para la transcripcion. Un promotor (y opcionalmente otros elementos de control genético) puede
incluirse en la propia molécula de ADN donante. Como alternativa, la secuencia que codifica el aglutinante puede
carecer de un promotor en el ADN donante y, en cambio, puede colocarse en un enlace operable con un promotor
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en el ADN celular, por ejemplo, un promotor endégeno o un promotor exégeno preintegrado, como resultado de su
insercion en el sitio de integracion creado por la nucleasa de sitio especifico.

El ADN donante puede comprender ademas una o mas secuencias codificantes adicionales, tales como elementos
genéticos que permiten la seleccion de células que contienen o expresan el ADN donante. Al igual que con la
secuencia que codifica el aglutinante, analizada anteriormente, dichos elementos pueden asociarse con un promotor
en el ADN donante o pueden colocarse bajo el control de un promotor como resultado de la integracion del ADN
donante en un locus fijo. La ultima disposiciéon proporciona un medio conveniente para seleccionar especificamente
aquellas células que han integrado el ADN donante en el sitio deseado, ya que estas células deben expresar el
elemento genético para la seleccién. Este puede ser, por ejemplo, un gen que confiere resistencia a un agente de
seleccién negativo, tal como blasticidina o puromicina. Se pueden aplicar una o mas etapas de seleccion para
eliminar las células no deseadas, tales como las células que carecen del ADN donante o que no han integrado el
ADN donante en la posicion correcta. Como alternativa, se puede permitir que estas células permanezcan
mezcladas con los clones de la biblioteca.

La expresion de un aglutinante anclado a membrana podria usarse como una forma de marcador seleccionable. Por
ejemplo, si se introduce una biblioteca de genes de anticuerpos, formateados como fusiones IgG o scFv-Fc,
después, las células que expresan el anticuerpo pueden seleccionarse usando reactivos secundarios que reconocen
la Fc expresada en la superficie usando los métodos descritos en el presente documento. Tras la transfeccion inicial
con el ADN donante que codifica el transgén bajo el control de un promotor exégeno, se producira la expresién
transitoria (y la expresion de la superficie celular) del aglutinante y sera necesario esperar a que desaparezca la
expresion transitoria (para lograr una integracion dirigida de, por ejemplo, 1-2 genes de anticuerpo/célula).

Como alternativa, una construccién que codifica un elemento de enlace a membrana (por ejemplo, el dominio Fc del
presente ejemplo fusionado con el dominio transmembrana del receptor PDGF) podria preintegrarse antes de
introducir la biblioteca de aglutinantes. Si este elemento de enlace a membrana carece de un promotor o esta
codificado dentro de un exdn que esta fuera del marco con el exén anterior, la expresion de la superficie se vera
entonces comprometida. La integraciéon dirigida de una molécula donante entrante puede corregir entonces este
defecto (por ejemplo, mediante el direccionamiento de un promotor o un exén "en marco” en el intrén que esta aguas
arriba del elemento de enlace defectuoso). Si el "exén de correccion" de marco también codifica un aglutinante, se
producira entonces una fusién entre el aglutinante y el elemento de enlace a membrana, lo que dara como resultado
la expresion en la superficie de ambos. Por lo tanto, la integracion correctamente dirigida dara como resultado la
expresion en marco del elemento de enlace a membrana solo o como parte de una fusién con el aglutinante
entrante. Ademas, si la biblioteca entrante de aglutinantes carece de un elemento de enlace a membrana y estos
estan integrados incorrectamente, no se seleccionaran. Por lo tanto, la expresion del propio aglutinante en la
superficie celular se puede utilizar para seleccionar la poblacién de células con una integracion dirigida
correctamente.

Numero de clones y diversidad de bibliotecas

Las bibliotecas de presentacion de levadura de 107-10'° se han construido previamente y han demostrado que
producen aglutinantes en ausencia de inmunizaciéon o preseleccién de la poblacion [9, 55, 56, 57]. Muchas de las
bibliotecas de presentacion de mamiferos publicadas anteriormente utilizaban genes de anticuerpos derivados de
donantes inmunizados o incluso linfocitos B especificos de antigeno enriquecidos, dadas las limitaciones del tamafio
de la biblioteca y la variabilidad cuando se usan células de eucariotas superiores. Gracias a la eficacia del
direccionamiento génico descrito en la presente invencién, se pueden construir bibliotecas grandes y sin tratar en
eucariotas superiores tales como las células de mamifero, que coinciden con las descritas para eucariotas mas
simples tal como levadura.

Después de la integracion del ADN donante en el ADN celular, las células recombinantes resultantes se cultivan
para permitir su replicacion, generando un clon de células de cada célula recombinante producida inicialmente. Por
lo tanto, cada clon se deriva de una célula original en la que se integro el ADN donante en un sitio de integracion
creado por la nucleasa de sitio especifico. Los métodos de acuerdo con la presente invencion se asocian con una
alta eficiencia y alta fidelidad de la integracion del ADN donante, y una biblioteca de acuerdo con la presente
invencion puede contener al menos 100, 103, 104, 10%, 108, 107, 108, 10° o0 10 clones.

Usando la integracion dirigida por nucleasas es posible dirigirse al 10 % o mas de células de mamifero
transfectadas. También es practica para cultivar y transformar >10" células (por ejemplo, a partir de 5 litros de
células que crecen a 2 x 108 células/ml). La transfeccion de tal gran numero de células puede hacerse usando
métodos estandar que incluyen transfeccion mediada por polietilenimina como se describe en el presente
documento. Ademas, hay métodos disponibles para la electroporacion altamente eficiente de 10 células en 5
minutos, por ejemplo, http://www.maxcyte.com. Por lo tanto, utilizando el enfoque de la presente invencion, es
posible crear bibliotecas de mas de 10° clones.

Cuando la poblacion de moléculas de ADN donante que se usa para crear la biblioteca contiene multiples copias de
la misma secuencia, se pueden obtener dos o mas clones que contienen ADN que codifica el mismo aglutinante.
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También puede darse el caso de que un clon pueda contener ADN donante que codifique mas de un aglutinante
diferente, por ejemplo, si hay mas de una secuencia de reconocimiento para la nucleasa de sitio especifico, como se
detalla en otra parte en el presente documento. Por lo tanto, la diversidad de la biblioteca, en términos del nimero
de diferentes aglutinantes codificados o expresados, puede ser diferente del nimero de clones obtenidos.

Los clones en la biblioteca contienen preferiblemente ADN donante que codifica uno o dos miembros del repertorio
de aglutinantes y/o preferiblemente expresan solo uno o dos miembros del repertorio de aglutinantes. Un namero
limitado de diferentes aglutinantes por célula es una ventaja cuando se trata de identificar el clon y/o el ADN que
codifica un aglutinante particular identificado al cribar la biblioteca contra una diana determinada. Esto es mas simple
cuando los clones codifican un solo miembro del repertorio de aglutinantes. Sin embargo, también es sencillo
identificar el ADN codificante relevante para un aglutinante deseado si un clon seleccionado de una biblioteca
codifica un pequefio nimero de aglutinantes diferentes, por ejemplo, un clon puede codificar dos miembros del
repertorio de aglutinantes. Como se analiza en otra parte en el presente documento, los clones que codifican uno o
dos aglutinantes son particularmente convenientes de generar al seleccionar una secuencia de reconocimiento para
la nucleasa de sitio especifico que tiene lugar una vez por copia cromosémica en un genoma diploide, ya que las
células diploides contienen loci fijos duplicados, uno en cada cromosoma copia, y el ADN donante puede integrarse
en uno o ambos loci fijos. Por lo tanto, los clones de la biblioteca pueden expresar cada uno solo uno o dos
miembros del repertorio de aglutinantes.

Los aglutinantes mostrados en la superficie de las células de la biblioteca pueden ser idénticos a (tienen la misma
secuencia de aminoacidos que) otros aglutinantes presentados en la misma célula. La biblioteca puede consistir en
clones de células que presentan cada uno un solo miembro del repertorio de aglutinantes, o en clones que
presentan una pluralidad de miembros del repertorio de aglutinantes por célula. Como alternativa, una biblioteca
puede comprender algunos clones que muestran un solo miembro del repertorio de aglutinantes, y algunos clones
que presentan una pluralidad de miembros (por ejemplo, dos) del repertorio de aglutinantes.

Por consiguiente, una biblioteca de acuerdo con la presente invencion puede comprender clones que codifican mas
de un miembro del repertorio de aglutinantes, en donde el ADN donante se integra en loci fijos duplicados o
multiples loci fijos independientes.

Como se sefal6 anteriormente, es mas facil identificar el ADN codificante correspondiente para un aglutinante si el
clon correspondiente expresa solo un aglutinante. Normalmente, una molécula de ADN donante codificara un unico
aglutinante. El aglutinante puede ser multimérico, de modo que una molécula de ADN donante incluya multiples
genes o marcos de lectura abiertos correspondientes a las diversas subunidades del aglutinante multimérico.

Una biblioteca de acuerdo con la presente invencion puede codificar al menos 100, 103, 104, 10% 0 10°, 107, 108, 10°
o 10'° aglutinantes diferentes. Cuando los aglutinantes son multiméricos, la diversidad puede proporcionarse por una
0 mas subunidades del aglutinante. Los aglutinantes multiméricos pueden combinar una o mas subunidades
variables con una o mas subunidades constantes, donde las subunidades constantes son iguales (o de una
diversidad mas limitada) en todos los clones de la biblioteca. En la generacién de bibliotecas de aglutinantes
multiméricos, la diversidad combinatoria es posible cuando un primer repertorio de subunidades aglutinantes puede
emparejarse con cualquiera de un segundo repertorio de subunidades aglutinantes.

Aglutinantes

Un "aglutinante" de acuerdo con la presente invencion es una molécula de union, que representa un compariero de
uniéon especifica para otra molécula. Los ejemplos tipicos de comparieros de unién especificos son anticuerpo-
antigeno y receptor-ligando.

El repertorio de aglutinantes codificados por una biblioteca usualmente compartira una estructura comun y tendra
una o mas regiones de diversidad. Por lo tanto, la biblioteca permite la seleccion de un miembro de una clase
estructural deseada de moléculas, tal como un péptido o una molécula de anticuerpo scFv. Por ejemplo, los
aglutinantes pueden ser polipéptidos que comparten una estructura comun y que tienen una o méas regiones de
diversidad de secuencias de aminoacidos.

Esto se puede ilustrar considerando un repertorio de moléculas de anticuerpo. Estas pueden ser moléculas de
anticuerpos de una clase estructural comun, por ejemplo, IgG, Fab, scFv-Fc o scFv, que se diferencian en una o
mas regiones de su secuencia. Las moléculas de anticuerpos normalmente tienen una variabilidad de secuencia en
sus regiones determinantes de complementariedad (CDR), que son las regiones involucradas principalmente en el
reconocimiento de antigenos. Un repertorio de aglutinantes en la presente invencion puede ser un repertorio de
moléculas de anticuerpos que difieren en una o mas CDR, por ejemplo, puede haber diversidad de secuencias en
las seis CDR, o en una o mas CDR particulares tal como la CDR3 de cadena pesada y/o CDR3 de cadena ligera.

Las moléculas de anticuerpo y otros aglutinantes se describen con mas detalle en otra parte en el presente

documento. Sin embargo, el potencial de la presente invencion se extiende mas alla de la presentacion de
anticuerpos para incluir la presentacién de bibliotecas de péptidos o proteinas modificadas, incluidos receptores,
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ligandos, dominios de proteinas individuales y andamiajes proteicos alternativos [58, 59]. La integracién de sitio
especifico dirigida por nucleasas se puede utilizar para crear bibliotecas de otros tipos de aglutinantes previamente
modificados usando otros sistemas de presentacién. Muchos de estos implican dominios de union monoméricos
tales como DARPins y lipocalinas, aficuerpos y adhirones [58, 59, 152]. La presentacién en eucariotas,
particularmente en células de mamifero, también abre la posibilidad de aislar y modificar aglutinantes o dianas que
involucren dianas multiméricas mas complejas. Por ejemplo, los receptores de linfocitos T (TCR) se expresan en
linfocitos T y han evolucionado para reconocer el péptido presentado en complejo con moléculas MHC en células
presentadoras de antigeno. Las bibliotecas que codifican y expresan un repertorio de TCR pueden generarse, y
pueden cribarse para identificar la union a complejos peptidicos de MHC como se describe adicionalmente en otra
parte en el presente documento.

Para los aglutinantes multiméricos, el ADN donante que codifica el aglutinante se puede proporcionar como una o
mas moléculas de ADN. Por ejemplo, cuando los dominios VH y VL de anticuerpos individuales van a expresarse
por separado, estos pueden codificarse en moléculas separadas del ADN donante. EI ADN donante se integra en el
ADN celular en multiples sitios de integracién, por ejemplo, el gen de aglutinante para el VH en un locus y el gen de
aglutinante para el VL en un segundo locus. Los métodos para introducir ADN donante que codifican subunidades
de aglutinante separadas se describen con mas detalle en otra parte en el presente documento. Como alternativa,
ambas subunidades o partes de un aglutinante multimérico pueden codificarse en la misma molécula de ADN
donante que se integra en un locus fijo.

Un aglutinante puede ser una molécula de anticuerpo o una proteina sin anticuerpo que comprende un sitio de unién
a antigeno. Se puede proporcionar un sitio de unién a antigeno mediante la disposicion de bucles peptidicos en
andamiajes de proteinas diferentes de anticuerpos, tales como fibronectina o citocromo B, etc., o aleatorizando o
mutando restos de aminoacidos de un bucle dentro de un andamiaje de proteinas para conferir la uniéon a una diana
deseada [60, 61, 62]. Los andamiajes para imitadores de anticuerpos se divulgan en el documento de patente
WO/0034784, en el que los inventores describen proteinas (imitadores de anticuerpos) que incluyen un dominio de
tipo 1l de fibronectina que tiene al menos un bucle aleatorio. Puede proporcionarse un andamiaje adecuado en el
que injertar uno o mas bucles peptidicos, por ejemplo, un conjunto de bucles de VH CDR de anticuerpo, por
cualquier miembro de dominio de la superfamilia del gen de inmunoglobulina. El andamiaje puede ser una proteina
humana o no humana.

El uso de sitios de unién a antigeno en andamiajes de proteinas diferentes de anticuerpo se ha revisado
previamente [63]. Son tipicas las proteinas que tienen un esqueleto estable y uno o mas bucles variables, en los que
la secuencia de aminoacidos del bucle o bucles se muta especifica o aleatoriamente para crear un sitio de unioén a
antigeno que tiene para unirse al antigeno diana. Dichas proteinas incluyen los dominios de unién a IgG de la
proteina A de S. aureus, transferrina, tetranectina, fibronectina (por ejemplo, 10° dominio de fibronectina de tipo Ill) y
lipocalinas. Otros enfoques incluyen péptidos restringidos pequefios, por ejemplo, basados en "knottin" y andamiajes
de ciclétidos [64]. Dado su pequeiio tamafio y complejidad, particularmente en relacién con la correcta formacion del
enlace disulfuro, puede haber ventajas en el uso de células eucariotas para la seleccion de nuevos aglutinantes
basados en estos andamiajes. Dadas las funciones comunes de estos péptidos en la naturaleza, las bibliotecas de
aglutinantes basadas en estos andamiajes pueden ser ventajosas para generar pequefios aglutinantes de alta
afinidad con una aplicacion particular en el bloqueo de canales i6nicos y proteasas.

Ademés de las secuencias de anticuerpos y/o un sitio de union a antigeno, un aglutinante puede comprender otros
aminoacidos, por ejemplo, formando un péptido o polipéptido, tal como un dominio plegado, o impartir a la molécula
otra caracteristica funcional ademas de la capacidad de unirse al antigeno. Un aglutinante puede llevar un marcador
detectable, o puede conjugarse con una toxina o un resto o enzima diana (por ejemplo, a través de un enlace
peptidilo o enlazador). Por ejemplo, un aglutinante puede comprender un sitio catalitico (por ejemplo, en un dominio
enzimatico), asi como un sitio de union a antigeno, en el que el sitio de unién a antigeno se une al antigeno y, por lo
tanto, dirige el sitio catalitico al antigeno. El sitio catalitico puede inhibir la funcién bioldégica del antigeno, por
ejemplo, mediante escision.

Moléculas de anticuerpo

Las moléculas de anticuerpo son aglutinantes preferidos. Las moléculas de anticuerpos pueden ser anticuerpos
completos o inmunoglobulinas (lg), que tienen cuatro cadenas polipeptidicas, dos cadenas pesadas idénticas y dos
cadenas ligeras idénticas. Las cadenas pesada y ligera forman pares, teniendo cada una un par de dominios VH-VL
que contiene un sitio de unidén a antigeno. Las cadenas pesada y ligera también comprenden regiones constantes:
CL de cadena ligera y CH1, CH2, CH3 y CH4 de cadena pesada, y a veces, CH4 (el quinto dominio CH4 esta
presente en IgM e IgE humanas). Las dos cadenas pesadas estan unidas por puentes disulfuro en una region de
bisagra flexible. Una molécula de anticuerpo puede comprender un dominio VH y/o VL.

El formato nativo mas comun de una molécula de anticuerpo es una IgG que es un heterotetramero que consiste en
dos cadenas pesadas idénticas y dos cadenas ligeras idénticas. Las cadenas pesada y ligera estan constituidas por
dominios modulares con una estructura secundaria conservada que consiste en una lamina beta antiparalela de
cuatro cadenas y una lamina beta anti-paralela de tres cadenas, que se estabiliza por un solo enlace disulfuro. Cada
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cadena de anticuerpo tiene un dominio variable N terminal (VH) y 3 dominios de inmunoglobulina "constante"
relativamente conservados (CH1, CH2, CH3), mientras que las cadenas ligeras tienen un dominio variable N
terminal (VL) y un dominio constante (CL). Los enlaces disulfuro estabilizan los dominios individuales y forman
enlaces covalentes para unir las cuatro cadenas en un complejo estable. El VL y el CL de la cadena ligera se
asocian con el VH y CH1 de la cadena pesada, y estos elementos pueden expresarse solos para formar un
fragmento Fab. Los dominios CH2 y CH3 (también denominados "dominio Fc") se asocian con otro par CH2:CH3
para dar una molécula en forma de Y tetramérica con los dominios variables de las cadenas pesada y ligera en las
puntas de la "Y". Los dominios CH2 y CH3 son responsables de las interacciones con las células efectoras y los
componentes del complemento dentro del sistema inmunolédgico. Los anticuerpos recombinantes se han expresado
previamente en formato IgG o como Fab (que consiste en un dimero de VH:CH1 y una cadena ligera). Ademas, la
construccion artificial denominada Fv monocatenario (scFv) podria usarse y consistir en ADN que codifica
fragmentos VH y VL fusionados genéticamente con ADN que codifica un enlazador flexible.

Los aglutinantes pueden ser moléculas de anticuerpos humanos. Por lo tanto, cuando estan presentes dominios
constantes, estos son preferiblemente dominios constantes humanos.

Los aglutinantes pueden ser fragmentos de anticuerpos o formatos de moléculas de anticuerpos mas pequefios,
tales como moléculas de anticuerpos monocatenarias. Por ejemplo, las moléculas de anticuerpo pueden ser
moléculas scFv, que consisten en un dominio VH y un dominio VL unidos por un péptido enlazador. En la molécula
scFv, los dominios VH y VL forman un par VH-VL en el que las regiones determinantes de complementariedad de
VH y VL se unen para formar un sitio de unién a antigeno.

Otros fragmentos de anticuerpo que comprenden un sitio de uniéon a antigeno de anticuerpo incluyen, pero sin
limitacion, (i) el fragmento Fab que consiste en los dominios VL, VH, CL y CH1; (ii) el fragmento Fd que consiste en
los dominios VH y CH1; (iii) el fragmento Fv que consiste en los dominios VL y VH de un Unico anticuerpo; (iv) el
fragmento dAb [65, 66, 67], que consiste en un dominio VH o VL; (v) regiones CDR aisladas; (vi) fragmentos F(ab')2,
un fragmento bivalente que comprende dos fragmentos Fab enlazados (vii) scFv, en donde un dominio VH y un
dominio VL estan unidos por un enlazador peptidico que permite que los dos dominios se asocien para formar un
sitio de unién a antigeno [68, 69]; (viii) dimeros Fv monocatenarios biespecificos (documento PCT/US92/09965) y
(ix) "diacuerpos", fragmentos multivalentes o multiespecificos constituidos por fusion génica (documento
W094/13804; [70]). Las moléculas de Fv, scFv o diacuerpo pueden estabilizarse mediante la incorporacion de
puentes disulfuro que unen los dominios VH y VL [71].

Se han disefiado diversas moléculas de anticuerpo diferentes que incluyen uno o mas sitios de unién a antigeno del
anticuerpo, incluyendo, por ejemplo, Fabz, Fabs, diacuerpos, triacuerpos, tetracuerpos y minicuerpos (proteinas
inmunes pequefas). Se han descrito moléculas de anticuerpo y los métodos para su construccion y uso [72].

Otros ejemplos de fragmentos de uniéon son Fab', que difiere de los fragmentos Fab por la adicion de unos pocos
restos en el extremo carboxilo del dominio CH1 de la cadena pesada, incluyendo una o mas cisteinas de la region
bisagra del anticuerpo, y Fab'-SH, que es un fragmento Fab' en el que el resto o restos de cisteina de los dominios
constantes llevan un grupo tiol libre.

Un dAb (anticuerpo de dominio) es un pequefio fragmento monomérico de unién a antigeno de un anticuerpo,
concretamente, la regién variable de una cadena pesada o ligera de anticuerpo. Los dAb de VH se producen
naturalmente en camélidos (por ejemplo, camello, llama) y pueden producirse inmunizando un camélido con un
antigeno diana, aislando linfocitos B especificos de antigeno y clonando directamente genes dAb de linfocitos B
individuales. Los dAb también pueden producirse en cultivos celulares. Su pequefio tamario, buena solubilidad y
estabilidad a la temperatura los hace particularmente Utiles fisiolégicamente y adecuados para la seleccion y la
maduracion de la afinidad. Los dAb VH de camélido se estan desarrollando para su uso terapéutico con el nombre
de "nanobodies™".

Las moléculas de anticuerpos sintéticos pueden crearse por la expresién de genes generados por medio de
oligonucleétidos sintetizados y ensamblados dentro de vectores de expresion adecuados, por ejemplo, como se
describe por Knappik et al. [73] o Krebs et al. [74].

Los anticuerpos biespecificos o bifuncionales forman una segunda generacion de anticuerpos monoclonales en los
que dos regiones variables diferentes se combinan en la misma molécula [75]. Su uso se ha demostrado tanto en el
campo diagnéstico como en el campo de la terapia a partir de su capacidad para reclutar nuevas funciones efectoras
o dirigirse a varias moléculas en la superficie de las células tumorales. Cuando se usan anticuerpos biespecificos,
estos pueden ser anticuerpos biespecificos convencionales, que pueden fabricarse de diversas maneras [76], por
ejemplo, preparados quimicamente o a partir de hibridomas hibridos, o pueden ser cualquiera de los fragmentos de
anticuerpos biespecificos mencionados anteriormente. Estos anticuerpos pueden obtenerse por métodos quimicos
[77, 78] o por métodos somaticos [79, 80], pero de la misma manera y preferiblemente mediante técnicas de
ingenieria genética que permiten forzar la heterodimerizacién y, por lo tanto, facilitan el proceso de purificacion del
anticuerpo buscado [81]. Los ejemplos de anticuerpos biespecificos incluyen aquellos de la tecnologia BITE™ en los
que los dominios de union de dos anticuerpos con especificidad diferente pueden usarse y unirse directamente a
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través de péptidos flexibles cortos. Esto combina dos anticuerpos en una cadena polipeptidica corta Unica. Los
diacuerpos y scFv pueden construirse sin una region Fc, utilizando solo dominios variables, lo que reduce
potencialmente los efectos de la reaccién anti-idiotipica.

Los anticuerpos biespecificos se pueden construir como IgG completa, como Fab'2 biespecifico, como Fab'PEG,
como diacuerpos o también como scFv biespecifico. Ademas, dos anticuerpos biespecificos se pueden vincular
utilizando métodos de rutina conocidos en la técnica para formar anticuerpos tetravalentes.

Los diacuerpos biespecificos, a diferencia de los anticuerpos completos biespecificos, también pueden ser
particularmente utiles. Se pueden seleccionar faciimente diacuerpos (y muchos otros polipéptidos, tales como
fragmentos de anticuerpos) de especificidades de union apropiadas. Si un brazo del diacuerpo se mantiene
constante, por ejemplo, con una especificidad dirigida contra un antigeno de interés, entonces se puede crear una
biblioteca donde se varie el otro brazo y se seleccione un anticuerpo de especificidad apropiada. Los anticuerpos
completos biespecificos se pueden producir mediante métodos de ingenieria alternativos como se describe en
Ridgeway et al., 1996 [82].

Se puede usar una biblioteca de acuerdo con la invencién para seleccionar una molécula de anticuerpo que se une a
uno o mas antigenos de interés. La seleccién de las bibliotecas se describe en detalle a continuacién. Tras la
seleccion, la molécula de anticuerpo se puede disefiar entonces en un formato diferente y/o contener caracteristicas
adicionales. Por ejemplo, la molécula de anticuerpo seleccionada se puede convertir a un formato diferente, tal como
uno de los formatos de anticuerpo descritos anteriormente. Las moléculas de anticuerpo seleccionadas, y las
moléculas de anticuerpo que comprenden las CDR VH y/o VL de las moléculas de anticuerpo seleccionadas, son un
aspecto de la presente invencion. Las moléculas de anticuerpo y su acido nucleico codificante se pueden
proporcionar en forma aislada.

Los fragmentos de anticuerpo pueden obtenerse a partir de una molécula de anticuerpo por métodos tales como la
digestion por enzimas, por ejemplo, pepsina o papaina y/o por escision de los puentes disulfuro por reduccién
quimica. De otra manera, los fragmentos de anticuerpo pueden obtenerse mediante técnicas de recombinacién
genética bien conocidas por los expertos en la técnica o también mediante sintesis peptidica mediante, por ejemplo,
sintetizadores peptidicos automaticos, o mediante la sintesis y expresion de acidos nucleicos.

Es posible tomar anticuerpos monoclonales y otros anticuerpos y usar técnicas de tecnologia de ADN recombinante
para producir otros anticuerpos o moléculas quiméricas que se unen al antigeno diana. Dichas técnicas pueden
implicar la introduccién de ADN que codifica la regién variable de la inmunoglobulina, o las CDR, de un anticuerpo
contra las regiones constantes, o regiones constantes mas regiones marco, de una inmunoglobulina diferente.
Véanse, por ejemplo, los documentos EP-A-184187, GB 2188638A o EP-A-239400, y una gran cantidad de
bibliografia posterior.

Las moléculas de anticuerpo pueden seleccionarse a partir de una biblioteca y luego modificarse, por ejemplo, la
semivida in vivo de una molécula de anticuerpo puede aumentarse por modificacion quimica, por ejemplo,
PEGilacion, o por incorporacién en un liposoma.

Fuentes de genes aglutinantes

La ruta tradicional para la generacion de anticuerpos monoclonales utiliza el sistema inmune de animales de
laboratorio como ratones y conejos para generar una agrupacion de anticuerpos de alta afinidad que después se
aislan mediante el uso de tecnologia de hibridoma. La presente invencion proporciona una ruta alternativa para
identificar anticuerpos que surgen de la inmunizacion. Los genes VH y VL podrian amplificarse a partir de linfocitos B
de animales inmunizados y clonarse en un vector apropiado para su introduccion en bibliotecas eucariotas, seguido
de la seleccion de estas bibliotecas. La presentacion de fagos y la presentacion de ribosomas permite construir
bibliotecas muy grandes (>10° clones) que permiten el aislamiento de anticuerpos humanos sin inmunizacién. La
presente invencion también podria usarse junto con tales métodos. Tras las rondas de selecciéon de presentacion de
fagos, la poblacién seleccionada de aglutinantes podria introducirse en células eucariotas mediante una integracion
dirigida por nucleasas como se describe en el presente documento. Esto permitird el uso inicial de bibliotecas muy
grandes basadas en otros sistemas (por ejemplo, la presentacién de fagos) para enriquecer una poblacion de
aglutinantes al tiempo que permite su cribado eficiente utilizando células eucariotas como se ha descrito
anteriormente. Por lo tanto, la invencidn puede combinar las mejores caracteristicas de la presentacion de fagos y la
presentacién eucariota para proporcionar un sistema de alto rendimiento con cribado y clasificacion cuantitativos.

Usando la presentacion de fagos y la presentacion de levadura, se ha demostrado previamente que también es
posible generar aglutinantes sin recurrir a la inmunizacién, siempre que se utilicen bibliotecas de presentacién de
tamario suficiente. Por ejemplo, se generaron multiples aglutinantes a partir de una biblioteca de anticuerpos no
inmunes de >107 clones [83]. Esto, a su vez, permite la generacion de aglutinantes para dianas que son dificiles por
las rutas de inmunizacion tradicionales, por ejemplo, la generacién de anticuerpos contra "autoantigenos" o epitopos
que se conservan entre especies. Por ejemplo, los aglutinantes de reactividad cruzada humano/raton pueden
enriquecerse mediante seleccion secuencial en versiones humanas y luego de raton de la misma diana. Dado que
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no es posible inmunizar especificamente a los seres humanos contra la mayoria de las dianas de interés, esta
instalacion es particularmente importante para permitir la generacion de anticuerpos humanos que se prefieren para
los enfoques terapéuticos.

En ejemplos de presentacién de mamiferos hasta la fecha, donde los tamarios y la calidad de las bibliotecas eran
limitados, los aglutinantes solo se han generado utilizando repertorios que se enriquecieron previamente para los
aglutinantes, por ejemplo, de la inmunizacion o de la ingenieria de aglutinantes preexistentes. La capacidad de crear
grandes bibliotecas en células eucariotas y particularmente en eucariotas superiores crea la posibilidad de aislar los
aglutinantes directamente de estas bibliotecas, comenzando con los aglutinantes no inmunes o los aglutinantes que
no se han seleccionado previamente dentro de otro sistema. Con la presente invencién es posible generar
aglutinantes a partir de fuentes no inmunes. Esto, a su vez, abre las posibilidades para el uso de genes de
aglutinantes de multiples fuentes. Los genes de aglutinantes podrian provenir de la PCR de fuentes naturales tal
como genes de anticuerpos. Los genes de aglutinantes también podrian volver a clonarse a partir de bibliotecas
existentes, tales como las bibliotecas de presentacion de fagos de anticuerpos, y clonarse en un vector donante
adecuado para la integracién dirigida por nucleasas en las células diana. Los aglutinantes pueden ser de origen
completa o parcialmente sintético. Ademas, se describen diversos tipos de aglutinantes en otra parte en el presente
documento, por ejemplo, los genes de aglutinantes podrian codificar anticuerpos o podrian codificar andamiajes
alternativos [58, 59], péptidos o proteinas modificadas o dominios de proteinas.

Presentacion de aglutinantes

Para proporcionar un repertorio de aglutinantes para el cribado contra una diana de interés, la biblioteca puede
cultivarse para expresar los aglutinantes en forma secretada soluble o en forma transmembrana. Para la
presentacion en la superficie celular es necesario conservar el aglutinante expresado sobre la superficie celular que
lo codifica. Los aglutinantes pueden comprender o estar unidos a un anclaje de membrana, tal como un dominio
transmembrana, para la presentacién extracelular del aglutinante en la superficie celular. Esto puede implicar la
fusién directa del aglutinante a una sefal de localizacion de membrana, tal como una secuencia de reconocimiento
de GPI o a un dominio transmembrana, tal como el dominio transmembrana del receptor PDGF [84]. La retencién de
aglutinantes en la superficie celular también puede hacerse indirectamente por asociacion con otra molécula
retenida en la superficie celular expresada dentro de la misma célula. Esta molécula asociada podria ser parte de un
aglutinante heterodimérico, tal como la cadena pesada del anticuerpo unido en asociacién con un compariero de
cadena ligera que no esta directamente unido.

Aunque la inmovilizacion de la superficie celular facilita la seleccion del aglutinante, en muchas aplicaciones es
necesario preparar un aglutinante secretado libre de células. Sera posible combinar la unién a la membrana y la
secrecién soluble utilizando un método de recaptura para unir los aglutinantes secretados a los receptores de la
superficie celular. Un enfoque consiste en formatear la biblioteca de aglutinantes como moléculas secretadas que
pueden asociarse con una molécula unida a la membrana expresada dentro de la misma célula que puede funcionar
para capturar un aglutinante secretado. Por ejemplo, en el caso de anticuerpos o moléculas de aglutinante
fusionadas a dominios Fc de anticuerpos, un Fc unido a la membrana puede "muestrear" moléculas de aglutinante
secretadas que se expresan en la misma célula, dando como resultado la presentaciéon de una fraccion monomeérica
de las moléculas de aglutinante que se expresan mientras que el resto se secreta en forma bivalente (documento US
8.551.715). Una alternativa es usar un dominio de unién a IgG anclado, tal como la proteina A.

Otros métodos para conservar anticuerpos secretados con las células que los producen se revisan en Kumar et al.
(2012) [85] e incluyen la encapsulacion de células dentro de microgotas, captura asistida por matriz, visualizaciéon de
la superficie de captura por afinidad (ACSD), tecnologia de secreciéon y captura (SECANT) y "captura en frio" [85].
En los ejemplos dados para ACSD y SECANT [85], la biotinilacién se usa para facilitar la inmovilizacion de la
estreptavidina o un anticuerpo de captura en la superficie celular. La molécula capturada a su vez captura
anticuerpos secretados. En el ejemplo de SECANT in vivo se produce la biotinilacién de la molécula secretada.
Usando la técnica de "captura en frio", el anticuerpo secretado puede detectarse en células productoras usando
anticuerpos dirigidos a la molécula secretada. Se ha propuesto que esto se debe a la asociacion del anticuerpo
secretado con el glucocdliz de la célula [86]. Como alternativa, se ha sugerido que el producto secretado queda
atrapado por anticuerpos de tincion en la superficie celular antes de someterse a endocitosis [87]. Los métodos
anteriores se han usado para identificar clones de alta expresién dentro de una poblacion, pero potencialmente
podrian adaptarse para la identificacién de la especificidad de union, siempre que la asociacién tenga suficiente
longevidad en la superficie celular.

Incluso cuando el aglutinante esta directamente unido a la superficie celular, es posible generar un producto soluble.
Por ejemplo, el gen que codifica el aglutinante seleccionado puede recuperarse y clonarse en un vector de expresion
que carece de la secuencia unida a la membrana. Como alternativa, y como se demuestra en los Ejemplos, se
puede usar una construccién de expresiéon en la que el dominio transmembrana esta codificado dentro de un exén
flanqueado por sitios de recombinacion, por ejemplo, sitios de reconocimiento de ROX para la recombinasa Dre [88].
En este ejemplo, el exdn que codifica el dominio transmembrana puede eliminarse mediante transfecciéon con un gen
que codifica la recombinasa Dre para cambiar la expresion a una forma secretada. Como se demuestra en el
presente documento, el anticuerpo secretado se produjo mediante este método sin la necesidad de una accion de la
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recombinasa. Esto es presumiblemente como resultado de un corte y empalme alternativo [89].

Se puede usar cualquiera de los métodos anteriores u otros enfoques adecuados para garantizar que los
aglutinantes expresados por los clones de una biblioteca se presenten en la superficie de sus células de expresion.

Cribado para identificar aglutinantes con respecto a una diana de interés

Como se indicd, la biblioteca de células eucariotas se puede usar en un método de cribado de un aglutinante que
reconoce una diana. Tal método puede comprender:

proporcionar una biblioteca como se describe en el presente documento,

cultivar células de la biblioteca para expresar los aglutinantes,

exponer los aglutinantes a la diana, permitiendo el reconocimiento de la diana por uno o méas aglutinantes
analogos, si estan presentes, y

detectar si la diana es reconocida por un aglutinante analogo.

Las selecciones podrian realizarse utilizando un intervalo de clases de moléculas diana, por ejemplo, proteinas,
acido nucleico, carbohidrato, lipido, moléculas pequefas. La diana se puede proporcionar en forma soluble. La diana
puede marcarse para facilitar la deteccion, por ejemplo, puede llevar una etiqueta fluorescente o puede estar
biotinilado. Las células que expresan un aglutinante de diana especifica pueden aislarse utilizando una molécula
diana marcada directa o indirectamente, donde el aglutinante captura la molécula marcada. Por ejemplo, las células
gue se unen, mediante la interaccién aglutinante:diana, a una diana marcada con fluorescencia se pueden detectar y
clasificar por citometria de flujo o FACS para aislar las células deseadas. Las selecciones que implican citometria
requieren moléculas diana que estan directamente marcadas con fluorescencia o que estan marcadas con
moléculas que pueden detectarse con reactivos secundarios, por ejemplo, la diana biotinilada se puede afadir a las
células y la union a la superficie celular se puede detectar con estreptavidina marcada con fluorescencia tal como
estreptavidina-ficoeritrina. Una posibilidad adicional es inmovilizar la molécula diana o los reactivos secundarios que
se unen a la diana en una superficie solida, tales como perlas magnéticas o perlas de agarosa, para permitir el
enriquecimiento de las células que se unen a la diana. Por ejemplo, las células que se unen, a través de la
interaccion aglutinante:diana, a una diana biotinilada se pueden aislar en un sustrato recubierto con estreptavidina,
por ejemplo, perlas recubiertas con estreptavidina.

En las bibliotecas de cribado, es preferible sobremuestrear, es decir, cribar mas clones que el numero de clones
independientes presentes dentro de la biblioteca para garantizar una representacion eficaz de la biblioteca. La
identificacion de los aglutinantes de bibliotecas muy grandes proporcionadas por la presente invencion se podria
hacer por clasificacion de flujo, pero esto tardaria varios dias, particularmente si se realiza un sobremuestreo de la
biblioteca. Como alternativa, las selecciones iniciales podrian basarse en el uso de antigeno recuperable, por
ejemplo, antigeno biotinilado recuperado en perlas magnéticas recubiertas con estreptavidina. Por lo tanto, las
perlas magnéticas recubiertas con estreptavidina podrian usarse para capturar células que se han unido al antigeno
biotinilado. La seleccion con perlas magnéticas podria usarse como el unico método de selecciéon o esto podria
hacerse junto con la citometria de flujo, donde se puede lograr una mejor resolucién, por ejemplo, diferenciando
entre un clon con niveles de expresion mas altos y uno con una afinidad mas alta [56, 57].

La naturaleza in vitro de los enfoques de tecnologia de presentacién hace que sea posible controlar la seleccion de
una manera que no es posible mediante la inmunizacién, por ejemplo, seleccionando en un estado conformacional
particular de una diana [90, 91]. Las dianas podrian marcarse a través de modificacion quimica (fluoresceina,
biotina) o mediante fusién genética (por ejemplo, proteina fusionada con una etiqueta de epitopo, tal como una
etigueta FLAG u otro dominio de proteina o una proteina completa). La etiqueta podria ser acido nucleico (por
ejemplo, ADN, ARN o acidos nucleicos no biologicos) donde la etiqueta esta parcialmente fusionada para dirigirse al
acido nucleico o podria unirse quimicamente a otro tipo de molécula, tal como una proteina. Esto podria ser a través
de la conjugacién quimica o a través de la uniéon enzimatica [92]. El acido nucleico también podria fusionarse con
una diana a través de un proceso de traduccién, tal como la presentacion de ribosomas. La "etiqueta" puede ser otra
modificaciéon que tenga lugar dentro de la célula (por ejemplo, glucosilacion, fosforilacion, ubiquitinilacion, alquilacion,
PASilacion, SUMO-lacion y ofras descritas en la base de datos postraduccional (db-PTM) en
http://dbptm.mbc.nctu.edu.tw/statistics.php) que puede detectarse a través de reactivos secundarios. Esto produciria
aglutinantes que se unen a una proteina diana desconocida sobre la base de una modificacién particular.

Las dianas podrian detectarse utilizando aglutinantes existentes que se unen a esa molécula diana, por ejemplo,
anticuerpos especificos de diana. El uso de los aglutinantes existentes para la deteccion tendra la ventaja adicional
de identificar los aglutinantes dentro de la biblioteca de aglutinantes que reconocen un epitopo distinto del
aglutinante utilizado para la deteccion. De esta manera, los pares de aglutinantes podrian identificarse para su uso
en aplicaciones tales como ELISA en sandwich. Cuando sea posible, se preferird una molécula diana purificada.
Como alternativa, la diana puede mostrarse en la superficie de una poblacion de células diana y los aglutinantes se
muestran en la superficie de las células de la biblioteca, comprendiendo el método exponer los aglutinantes a la
diana poniendo las células de la biblioteca en contacto con las células diana. La recuperacion de las células que
expresan la diana (por ejemplo, el uso de células biotiniladas que expresan la diana) permitira el enriquecimiento de
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las células que les expresan aglutinantes. Este enfoque seria util cuando se involucren interacciones de baja
afinidad, ya que existe la posibilidad de un fuerte efecto de avidez.

La molécula diana también podrian ser dianas recombinantes no purificadas o nativas no purificadas siempre que
haya una molécula de detecciéon disponible para identificar la unién celular (como se ha descrito anteriormente).
Ademas, la unidén de las moléculas diana a la célula que expresa el aglutinante podria detectarse indirectamente a
través de la asociacion de la molécula diana a otra molécula que se esta detectando, por ejemplo, un lisado celular
que contiene una molécula marcada podria incubarse con una biblioteca de aglutinantes para identificar aglutinantes
no solo para la molécula marcada, sino también aglutinantes con respecto a sus proteinas de compafero asociadas.
Esto daria como resultado un panel de anticuerpos contra estos compaferos que podrian usarse para detectar o
identificar el compafiero (por ejemplo, usando espectrometria de masas). El fraccionamiento celular podria usarse
para enriquecer las dianas de ubicaciones subcelulares particulares. Como alternativa, la biotinilacién diferencial de
las fracciones superficiales o citoplasmaticas se podria usar junto con los reactivos de deteccién de estreptavidina
para la presentacion eucariota [93, 94]. El uso de preparaciones diana solubilizadas con detergente es un enfoque
particularmente util para proteinas de membrana intactas, tales como GPCR y canales i6nicos que, por lo demas,
son dificiles de preparar. La presencia de detergentes puede tener un efecto perjudicial sobre las células eucariotas
que presentan los aglutinantes que requieren la recuperacion de genes de aglutinantes sin crecimiento adicional de
las células seleccionadas.

Después de la deteccién del reconocimiento de dianas por un aglutinante analogo, pueden recuperarse las células
de un clon que contiene el ADN que codifica el aglutinante analogo. EI ADN que codifica el aglutinante puede
aislarse entonces (por ejemplo, identificarse o amplificarse) del clon recuperado, obteniendo de este modo el ADN
gue codifica un aglutinante que reconoce la diana.

Los aglutinantes y dianas a modo de ejemplo se detallan en otra parte en el presente documento. Un ejemplo clasico
es una biblioteca de moléculas de anticuerpos, que pueden cribarse para determinar su unién a un antigeno diana
de interés. Otros ejemplos incluyen el cribado de una biblioteca de TCR frente a un complejo de MHC diana:péptido
o el cribado de una biblioteca de complejos de MHC:péptido frente a un TCR diana.

TCR:MHC y otras interacciones del receptor

Los receptores de linfocitos T (TCR) se expresan en linfocitos T y han evolucionado para reconocer el péptido
presentado en complejo con moléculas MHC en células presentadoras de antigeno. Los TCR son heterodimeros
que consisten en el 95 % de los casos de heterodimeros alfa y beta y en el 5 % de los casos de heterodimeros
gamma y delta. Ambas unidades monoméricas tienen un dominio de inmunoglobulina N terminal que tiene 3
regiones determinantes de complementariedad variables (CDR) implicadas en la conduccién de la interaccién con la
diana. El TCR funcional esta presente dentro de un complejo de otras subunidades y la sefializacion se mejora
mediante la coestimulacién con moléculas CD4 y CD8 (especificas para moléculas MHC de clase | y clase I,
respectivamente). En las células presentadoras de antigenos, las proteinas se procesan y se presentan en la
superficie celular en complejo con moléculas MHC que son parte de un complejo proteico multimérico. Los TCR que
reconocen los péptidos que se originan en los "mismos" se eliminan durante el desarrollo y el sistema esta
preparado para el reconocimiento de los péptidos extrafios presentados en las células presentadoras de antigenos
para efectuar una respuesta inmune. El resultado del reconocimiento de un complejo de péptido:MHC depende de la
identidad del linfocito T y la afinidad de esa interaccién.

Seria valioso identificar los genes que codifican TCR o complejos de MHC:péptido que impulsan las interacciones
involucradas en afecciones patolégicas, por ejemplo, como ocurre en una enfermedad autoinmune. En el caso de
una enfermedad autoinmune, la identificacién de comparieros de interaccion, por ejemplo, un TCR que impulsa una
afeccion patogena podria allanar el camino ya sea para bloquear especificamente dichas interacciones o eliminar las
células citotoxicas ofensoras. Seria deseable modificar TCR para una union alterada, por ejemplo, mayor afinidad
con las dianas de interés, por ejemplo, para redirigir los linfocitos T en el cancer o mejorar el efecto de los linfocitos T
existentes [95]. Como alternativa, el comportamiento de los linfocitos T reguladores o supresores podria alterarse
como modalidad terapéutica, por ejemplo, para dirigir o mejorar la inmunoterapia del cancer mediante la introduccién
de TCR especificos en los linfocitos T o mediante el uso de una proteina TCR expresada como entidades
terapéuticas [96].

La presentacién de bibliotecas de TCR en la superficie de células de levadura y células de mamifero se ha
demostrado previamente. En el caso de las células de levadura fue necesario modificar el TCR y presentarlo en un
formato monocatenario. Dado que la afinidad de interaccion entre el TCR y el complejo péptido:MHC es baja, el
componente soluble (por ejemplo, péptido:MHC en este caso) normalmente se presenta en un formato multimérico.
La especificidad de TCR se ha modificado para péptidos en complejo con MHC de clase | [97] y MHC de clase Il
[98]. Los TCR también se han expresado en la superficie de linfocitos T mutantes de ratén (que carecen de cadenas
alfa y beta de TCR) y se han aislado TCR variantes con propiedades de unién mejoradas [99]. Por ejemplo, Chervin
et al. introdujeron TCR por infeccion retroviral y se generdé un tamario de biblioteca eficaz de 10* clones [100].
Usando la integraciéon dirigida por nucleasas de los aglutinantes como se propone aqui, se podria adoptar un
enfoque similar para los linfocitos T de ingenieria. Ademas de seleccionar TCR con propiedades de reconocimiento
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alteradas, las bibliotecas de presentacién podrian usarse para cribar bibliotecas de péptidos o de variantes de MHC
para el reconocimiento por TCR. Por ejemplo, los complejos de péptido:MHC se han presentado en células de
insecto y se han utilizado para hacer un mapa de epitopos de TCR presentados en formato multimérico [101].

Como se sefald, los métodos de cribado pueden implicar presentar el repertorio de aglutinantes en la superficie
celular y sondear con una diana presentada como una molécula soluble, que puede ser una diana multimérica. Una
alternativa, que puede ser especialmente Util con dianas multiméricas, es detectar directamente las interacciones
célula:célula, donde el aglutinante y la diana se presentan en la superficie de diferentes células. Por ejemplo, si la
activacion de un TCR de interés condujo a la expresién de un gen indicador, esto podria usarse para identificar
péptidos activadores o moléculas MHC activadas presentadas dentro de una biblioteca de péptidos:MHC. En este
ejemplo particular, la célula indicadora no codifica el miembro de la biblioteca, pero podria utilizarse para identificar
la célula que lo codifica. ElI enfoque podria potencialmente extenderse a un enfoque de "biblioteca frente a
biblioteca". Por ejemplo, extendiendo el ejemplo descrito anteriormente, una biblioteca de TCR podria cribarse frente
a una biblioteca de péptidos:MHC. Mas ampliamente, el ejemplo de cribado de una biblioteca de aglutinantes
presentados en una superficie celular utilizando un compafero de union en otra célula podria extenderse a otros
tipos de interacciones célula:célula, por ejemplo, la identificacién de aglutinantes que inhiben o activan la
sefalizacion dentro de las rutas Notch o Wnt. Por lo tanto, la presente invencién podria usarse en un sistema
alternativo de cribado basado en células que incluye sistemas de reconocimiento basados en interacciones
célula:célula.

Como ejemplo, los receptores de antigenos quiméricos ("CARS") representan una fusion entre un dominio de unién
a anticuerpo (normalmente formateado como scFv) y un dominio de sefalizacion. Estos se han introducido en los
linfocitos T con el objetivo de redirigir el linfocito T in vivo para atacar a las células tumorales a través del
reconocimiento de anticuerpos y la unién a antigenos especificos del tumor. Una serie de factores diferentes podrian
afectar el éxito de esta estrategia, incluida la combinacion de especificidad del anticuerpo, formato, afinidad del
anticuerpo, longitud del enlazador, médulo de sefalizacion fusionado, nivel de expresion en los linfocitos T, subtipo
de linfocitos T e interaccion del CAR con otras moléculas de sefalizacion [102, 103]. La capacidad de crear grandes
bibliotecas de CAR en linfocitos T primarios que incorporan individuales o combinaciones de las variables anteriores
permitiria una busqueda funcional para una construccion de CAR eficaz y 6ptima. Esta "busqueda" funcional podria
realizarse in vitro o in vivo. Por ejemplo, Alonso-Camino (2009) fusiond un CEA que reconoce scFv a la cadena ¢ del
complejo TCR:CD3 e introdujo esta construccion genética en una linea de células Jurkat humanas [104]. Tras la
interaccion con el CEA presente en células HelLa o en células tumorales, mostraron una regulaciéon positiva del
marcador de activaciéon de linfocitos T CD69. Este enfoque podria usarse para identificar construcciones de fusion
de CAR con propiedades de activacion o inhibicion apropiadas usando células cultivadas o primarias.

Avanzando una etapa mas, la funcionalidad de las construcciones CAR podria evaluarse in vivo. Por ejemplo, una
biblioteca de CAR construida en linfocitos T primarios de ratéon podria introducirse en ratones portadores de tumor
para identificar clones de linfocitos T estimulados para proliferar a través del encuentro con el tumor. Si es necesario,
esta biblioteca de linfocitos T podria preseleccionarse basandose en la especificidad de union a antigeno utilizando
los métodos descritos anteriormente. En cualquier caso, la biblioteca entrante de aglutinantes podria usarse para
reemplazar una molécula aglutinante existente (por ejemplo, MHC o TCR o dominio variable de anticuerpo).

Cribas de fenotipo

Aqui se describen diversos métodos para la seleccién de aglutinantes que modifican la sefializacién celular y el
comportamiento celular.

Una biblioteca puede cribarse para detectar un fenotipo celular alterado como resultado de la accion del aglutinante
en su diana.

Los anticuerpos que modifican la sefalizacién celular mediante la unién a ligandos o receptores tienen un historial
probado en el desarrollo de farmacos y la demanda de dichos anticuerpos terapéuticos contintan creciendo. Tales
anticuerpos y otras clases de aglutinantes funcionales también tienen potencial para controlar el comportamiento
celular in vivo e in vitro. Sin embargo, la capacidad de controlar y dirigir el comportamiento celular se basa en la
disponibilidad de ligandos naturales que controlan vias de sefalizacion especificas. Desafortunadamente, muchos
ligandos naturales, tales como los que controlan la diferenciacion de células madre (por ejemplo, miembros de las
superfamilias FGF, TGF-beta, Wnt y Notch) a menudo presentan interacciones promiscuas y tienen una
disponibilidad limitada debido a sus malos perfiles de expresion/estabilidad. Con su exquisita especificidad, los
anticuerpos tienen un gran potencial para controlar el comportamiento celular.

La identificacion de anticuerpos funcionales que modifican la sefializacién celular ha sido histéricamente laboriosa e
implica la recogida de clones, la expresiéon de anticuerpos, la caracterizacion segun la secuencia y las propiedades
de unién, la conversién en sistemas de expresion de mamifero y la adicion a ensayos basados en células
funcionales. El enfoque de presentacion eucariota descrito en el presente documento reducira este esfuerzo, pero
todavia hay un requisito para la produccién de anticuerpos y la adicién a un cultivo de células indicadoras
separadas. Por lo tanto, una alternativa preferida puede ser cribar directamente bibliotecas de aglutinantes que se
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expresan en células eucariotas para determinar el efecto de la unién en la sefializacion celular o el comportamiento
celular utilizando la propia célula de produccion como una célula indicadora. Tras la introduccién de genes de
anticuerpos, se pueden identificar los clones dentro de la poblacién resultante de células que muestran alteracion en
la expresion del gen indicador o fenotipos alterados.

Una serie de publicaciones recientes han descrito la construccién de bibliotecas de anticuerpos mediante la
clonacion de repertorios de genes de anticuerpos en células indicadoras [47, 105, 106]. Estos sistemas combinan la
expresion y el informe dentro de una célula, y normalmente introducen una poblaciéon de anticuerpos seleccionados
contra una diana predefinida (por ejemplo, usando la presentacién de fagos).

Se puede introducir una poblacion de genes de anticuerpos en células indicadoras para producir una biblioteca
mediante los métodos descritos en el presente documento, y se pueden identificar los clones dentro de la poblacion
con una alteracion dirigida por anticuerpos en el fenotipo (por ejemplo, la expresién o supervivencia génica
alteradas). Para que esta seleccion fenotipicamente dirigida funcione, existe el requisito de conservar un enlace
entre el gen del anticuerpo presente dentro de la célula de expresion (genotipo) y la consecuencia de la expresiéon
del anticuerpo (fenotipo). Esto se ha logrado previamente ya sea mediante la unién del anticuerpo a la superficie
celular [47] como se describe para la presentacién del anticuerpo o a través del uso de un medio semisélido para
conservar anticuerpos secretados en la proximidad de las células productoras [105]. Como alternativa, los
anticuerpos y otros aglutinantes pueden conservarse dentro de la célula [107]. Los aglutinantes conservados en la
superficie celular o en el medio circundante pueden interactuar con un receptor endégeno o exdgeno en la superficie
celular que causa la activacion del receptor. Esto, a su vez, puede causar un cambio en la expresion de un gen
indicador o un cambio en el fenotipo de la célula. Como alternativa, el anticuerpo puede bloquear el receptor o el
ligando para reducir la activacion del receptor. El gen que codifica el aglutinante que causa el comportamiento
celular modificado se puede recuperar entonces para la produccion o la modificaciéon adicional.

En una alternativa a este enfoque "dirigido a la diana", es posible introducir una poblacién de anticuerpos "sin tratar"
que no se ha preseleccionado para una diana particular [108]. El sistema de notificacion celular se utiliza para
identificar a los miembros de la poblacién con comportamiento alterado. Dado que no hay un conocimiento previo de
la diana, este enfoque no dirigido tiene un requisito particular para un gran repertorio de anticuerpos, ya que no es
posible el enriquecimiento previo de la poblacion de anticuerpos en la diana. Este enfoque se beneficiara del uso de
la integracién de transgén dirigida por nucleasas como se describe en la presente invencion.

El enfoque de "seleccion funcional" podria usarse en otras aplicaciones que implican bibliotecas en células
eucariotas, particularmente eucariotas superiores tales como células de mamifero. El anticuerpo podria fusionarse
con un dominio de sefalizacion de tal forma que la union a la diana provoca la activacion del receptor. Kawahara et
al. han construido receptores quiméricos donde una fluoresceina que se dirige a scFv extracelular se fusion6 con un
dominio espaciador (el dominio D2 del receptor Epo) y diversos dominios del receptor de citocinas intracelulares que
incluyen el receptor de trombopoyetina (Tpo), el receptor de eritropoyetina (Epo), gp130, receptor IL-2 y el receptor
EGF [109, 110, 111]. Estos se introdujeron en una linea celular proB dependiente de IL-3 (BaF3) [27], donde se
demostré que los receptores quiméricos muestran una activacion dependiente de antigeno del receptor quimérico
que conduce a un crecimiento independiente de IL-3. Este mismo enfoque se us6 en experimentos modelo para
demostrar la quimioatraccion mediada por antigeno de las células BaF3 [110]. El enfoque se extendié mas alla de
las células de cultivo estable a las células primarias ilustradas por la supervivencia y el crecimiento de células madre
hematopoyéticas sensibles a Tpo [112] o linfocitos T primarios dependientes de IL2, donde la estimulacién normal
por Tpo e IL-2 respectivamente se reemplazo por la estimulacion dirigida por fluoresceina de receptores quiméricos
scFv. Por lo tanto, un sistema basado en anticuerpo quimérico-quimeras de receptor se puede usar para dirigir la
expresion de genes dependientes de la diana o los cambios fenotipicos en células indicadoras primarias o estables.
Esta capacidad podria usarse para identificar los aglutinantes fusionados que impulsan una respuesta de
sefalizacion o aglutinantes que inhiben la respuesta.

En una modificacion del enfoque anterior, los dominios VH y VL separados de un anticuerpo anti-lisozima se
fusionaron con el dominio intracelular Epo [113]. Las células crecieron en respuesta a la adicion de lisozima que
indica una dimerizacioén o estabilizacién inducida por antigeno de los comparieros de fusién VH y VL separados. Por
lo tanto, tres componentes de interaccion se unen para determinar una respuesta éptima en este sistema.

Aunque se describe aqui con referencia a moléculas de anticuerpo, los métodos anteriores también pueden
adaptarse y realizarse con bibliotecas de otros aglutinantes.

La complementacion de los fragmentos de proteinas representa un sistema alternativo para estudiar y seleccionar
interacciones proteina:proteina en células de mamifero [114, 115]. Esto implica restaurar la funcién de las proteinas
indicadoras divididas a través de las interacciones proteina:proteina. Las proteinas indicadoras que se han usado
incluyen ubiquitina, inteina DNAE, beta-galactosidasa, dihidrofolato reductasa, GFP, luciferasa de luciérnaga, beta-
lactamasa, TEV proteasa. Por ejemplo, un ejemplo reciente de este enfoque es el enfoque de hibrido de la
membrana 2 de mamifero (MaMTH) donde la asociacion de una fusiéon de proteina cebo:ubiquitina dividida:factor de
transcripcion con una proteina asociada:ubiquitina dividida restaura el reconocimiento de ubiquitina y libera el factor
de transcripcion para realizar la expresion del gen indicador [116]. Nuevamente, los aglutinantes que interfieren o
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mejoran esta interaccién podrian identificarse a través de la sefializacion perturbada.
Recuperacion y reformateo de aglutinantes y ADN codificante

Después de la seleccion de un aglutinante o clon de interés de la biblioteca, un siguiente paso comun sera aislar
(por ejemplo, identificar o amplificar) el ADN que codifica el aglutinante. Opcionalmente, puede desearse modificar el
acido nucleico que codifica el aglutinante, por ejemplo, para reestructurar el aglutinante y/o insertar la secuencia de
codificacion en un vector diferente.

Cuando el aglutinante es una molécula de anticuerpo, un método puede comprender aislar el ADN que codifica la
molécula de anticuerpo de las células de un clon, amplificar el ADN que codifica al menos una regién variable del
anticuerpo, preferiblemente el dominio tanto VH como VL, e insertar el ADN en un vector para proporcionar un vector
que codifica la molécula de anticuerpo. Una molécula de anticuerpo multimérico que lleva un dominio constante
puede convertirse en una molécula de anticuerpo monocatenaria para la expresién en una forma secretada soluble.

Los anticuerpos pueden presentarse en diferentes formatos, pero sea cual sea el formato en el que se seleccione un
anticuerpo, una vez que se aisla el gen del anticuerpo, es posible reconfigurarlo en varios formatos diferentes. Una
vez que se han aislado los dominios VH o VL, se pueden volver a clonar en vectores de expresioén que incluyen los
dominios asociados requeridos (véase el Ejemplo 1 que muestra un casete de expresion de IgG de promotor dual).

Una etapa de reformateo puede comprender reformatear los aglutinantes compuestos por un par de subunidades
(por ejemplo, moléculas scFv), en un formato de aglutinante molecular diferente (por ejemplo, Ig o Fab) en el que se
mantiene el emparejamiento original de las subunidades. Dichos métodos se describen con mas detalle en otra parte
en el presente documento y se pueden usar para el reformateo monoclonal, oligoclonal o policlonal. EI método se
puede utilizar para convertir "en masa" una poblacion de salida completa de cualquiera de las tecnologias de
presentacién comunmente utilizadas, incluida la presentaciéon de fagos, levaduras o ribosomas.

Presentacion de scFv en la superficie de células de mamifero fusionadas a dominios Fc.

Aunque muchas bibliotecas de presentacion de fagos de anticuerpos estan formateadas para mostrar scFv, los
sistemas de presentacién eucariotas permitiran la presentacion en formato Fab o IgG. Para aprovechar al maximo el
potencial de expresion de IgG/Fab, en particular cuando se usan scFv de otros sistemas de presentacion, sera
necesario tomar dominios VH y VL enlazados seleccionados dentro de un sistema de expresion bacteriano y
expresarlos dentro de un sistema eucariota fusionado a dominios constantes apropiados. Aqui se describe un
método para convertir poblaciones de scFv en inmunoglobulina (Ig) o un fragmento, formato de unién a antigeno
(Fab) de tal manera que se mantengan los pares de cadenas VH y VL originales. En la presente invencién, la
conversién es posible utilizando clones individuales, mezclas oligoclonales o poblaciones completas formateadas
como scFv mientras se conserva el emparejamiento original de las cadenas VH y VL. El método avanza a través de
la generacion de un ADN de "mini-circulo” no replicante intermedio que trae un nuevo fragmento de ADN "de
relleno”. EI ADN circular se linealiza (por ejemplo, mediante digestién de restriccion o PCR) que altera la posicion
relativa de los fragmentos VH y VL originales y coloca el ADN "de relleno" entre ellos. Tras la linealizacion, el
producto puede clonarse en un vector de eleccion, por ejemplo, un vector de expresion de mamifero. De esta
manera, todos los elementos, aparte de VH y VL, pueden reemplazarse. Los elementos para la expresion bacteriana
pueden reemplazarse con elementos para la expresion de mamifero y fusion a comparieros alternativos. El proceso
de conversién completo solo requiere una unica etapa de transformacion de las bacterias E. coli para generar una
poblacién de colonias bacterianas, cada una de las cuales alberga un plasmido que codifica un anticuerpo
recombinante con formato Ig o Fab Unico. Extendiéndose mas alla de la conversion de scFv en IgG/Fab, el método
puede emplearse para reformatear cualquiera de los dos elementos de ADN unidos para clonarlos en un vector, de
manera que, después del reformateo, cada elemento de ADN esta rodeado por diferentes caracteristicas de control
de ADN mientras se mantiene el emparejamiento original. Se ha descrito un método anterior en el que se utilizan 2
etapas de clonacion secuencial [117] para reemplazar estos elementos en contraste con el presente método, que se
realiza a través de un intermedio circular no replicante intermedio.

Un método para reestructurar un aglutinante, o una poblacién de aglutinantes, puede comprender convertir scFv en
Ig o un fragmento del mismo, por ejemplo, Fab. El método puede comprender convertir el acido nucleico que codifica
scFv en ADN que codifica una inmunoglobulina (Ig) o un fragmento del mismo, tal como el formato Fab, de tal
manera que se mantengan los pares de cadenas VH y VL variables originales. Preferiblemente, la conversion se
realiza a través del intermedio de ADN circular que puede ser un ADN de "mini-circulo" no replicante. EI método
requiere una transformacién unica de E. coli para la generacién directa de transformantes bacterianos que albergan
plasmidos que codifican ADN de Ig o Fab.

El método se puede usar para el reformateo de clones monoclonal, oligoclonal o policlonal. El método se puede

utilizar para convertir "en masa" una poblacion de salida completa de cualquiera de las tecnologias de presentacion
comunmente utilizadas, incluida la presentacion de fagos, levaduras o ribosomas.

26



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2712632713

Mas generalmente, este aspecto de la invencion se refiere a un método que permite reformatear cualquiera de los
dos elementos de ADN unidos en un vector donde los elementos de ADN se clonan bajo el control de promotores
separados, o se separan por elementos de control alternativos, pero manteniendo el par de ADN original.

Los ejemplos 7 y 14 describen dichos métodos con mas detalle.

El aislamiento, y la reestructuraciéon opcional, de los aglutinantes que codifican el ADN pueden seguirse mediante la
introduccion de ese ADN en células adicionales para crear una biblioteca de derivados como se describe en otra
parte en el presente documento, o el ADN que codifica uno o mas aglutinantes particulares de interés se puede
introducir en una célula hospedadora para la expresion. La célula hospedadora puede ser de un tipo diferente en
comparacion con las células de la biblioteca de la que se obtuvo. Generalmente el ADN se proporcionara en un
vector. EI ADN introducido en la célula hospedadora puede integrarse en el ADN celular de la célula hospedadora.
Las células hospedadoras que expresan la molécula de anticuerpo soluble secretada pueden entonces
seleccionarse.

Las células hospedadoras que codifican uno o mas aglutinantes pueden proporcionarse en medio de cultivo y
cultivarse para expresar el uno o mas aglutinantes.

Bibliotecas de derivados

Después de la produccion de una biblioteca por el método de la invencion, uno o mas clones de biblioteca pueden
seleccionarse y usarse para producir una biblioteca adicional de segunda generacién. Cuando se ha generado una
biblioteca mediante la introduccién de ADN en células eucariotas como se describe en el presente documento, la
biblioteca puede cultivarse para expresar los aglutinantes, y se pueden recuperar uno o mas clones que expresan
aglutinantes de interés, por ejemplo, seleccionando aglutinantes contra una diana como se describe en otro lugar en
el presente documento. Estos clones se pueden usar posteriormente para generar una biblioteca de derivados que
contiene ADN que codifica un segundo repertorio de aglutinantes.

Para generar la biblioteca de derivados, el ADN donante de uno o mas clones recuperados se muta para
proporcionar el segundo repertorio de aglutinantes. Las mutaciones pueden ser la adicion, sustitucion o eliminacion
de uno o mas nucleétidos. Cuando el aglutinante es un polipéptido, la mutacién sera cambiar la secuencia del
aglutinante codificado mediante la adicion, sustitucién o eliminaciéon de uno o mas aminoacidos. La mutacion puede
centrarse en una o mas regiones, tal como una o mas CDR de una molécula de anticuerpo, proporcionando un
repertorio de aglutinantes de una clase estructural comun que difieren en una o mas regiones de diversidad, como
se describe en otra parte en el presente documento.

La generacién de la biblioteca de derivados puede comprender aislar el ADN donante de uno o mas clones
recuperados, introducir la mutacién en el ADN para proporcionar una poblacién derivada de moléculas de ADN
donante que codifican un segundo repertorio de aglutinantes, e introducir la poblacion de derivados de moléculas de
ADN donante en células para crear una biblioteca de derivados de células que contienen ADN que codifica el
segundo repertorio de aglutinantes.

El aislamiento del ADN donante puede implicar obtener y/o identificar el ADN del clon. Dichos métodos pueden
incluir la amplificacion del ADN que codifica un aglutinante de un clon recuperado, por ejemplo, mediante PCR e
introduciendo mutaciones. ElI ADN puede secuenciarse y el ADN mutado puede sintetizarse.

Como alternativa, la mutacion puede introducirse en el ADN donante en uno o mas clones recuperados induciendo
la mutacion del ADN dentro de los clones. Por lo tanto, la biblioteca de derivados puede crearse a partir de uno o
mas clones sin requerir el aislamiento del ADN, por ejemplo, a través de la mutacion endégena en células DT40
aviares.

La presentacion de anticuerpos se presta especialmente bien para la creaciéon de bibliotecas de derivados. Una vez
que se aislan los genes de anticuerpos, es posible usar diversos enfoques de mutagénesis (por ejemplo, PCR
propensa a errores, mutagénesis dirigida por oligonucleétidos, redistribuciéon de cadenas) para crear bibliotecas de
presentacion de clones relacionados entre los cuales se pueden seleccionar variantes mejoradas. Por ejemplo, con
la redistribucion de cadenas el ADN que codifica la poblaciéon del clon VH seleccionado, la mezcla o poblacion
oligoclonal se puede subclonar en un vector que codifica un formato de anticuerpo adecuado y que codifica un
repertorio de cadenas VL adecuadamente formateado [118]. Como alternativa, y utilizando de nuevo el ejemplo de
los VH, el clon, la oligomezcla o poblacion de VH podria introducirse en una poblacion de células eucariotas que
codifican y expresan una poblacién de compafieros de cadenas ligeras con el formato apropiado (por ejemplo, una
cadena VL-CL para la asociacion con una cadena pesada formateada con IgG o Fab). La poblacién VH podria surgir
a partir de cualquiera de las fuentes analizadas anteriormente, incluyendo los linfocitos B de animales inmunizados o
genes scFv de poblaciones de fagos seleccionadas. En el tltimo ejemplo, la clonaciéon de VH seleccionados en un
repertorio de cadenas ligeras podria combinar la redistribucion de cadenas y el reformateo (por ejemplo, en formato
IgG) en una sola etapa.
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Una ventaja particular de la presentacion en células eucariotas es la capacidad de controlar la rigurosidad de la
etapa de seleccion/cribado. Al reducir la concentracion de antigeno, las células que expresan los aglutinantes de
mayor afinidad se pueden distinguir de los clones de menor afinidad dentro de la poblacién. La visualizacion y la
cuantificacion del proceso de maduracién de afinidad usando citometria de flujo es un beneficio importante de la
presentacién eucariota, ya que proporciona una indicacion temprana de porcentajes positivos en bibliotecas sin
tratar y permite una comparacion directa entre la afinidad de los clones seleccionados y la poblacion parental
durante la clasificacion. Después de la clasificacién, la afinidad de los clones individuales se puede determinar
mediante preincubacion con un intervalo de concentraciones de antigenos y analisis en citometria de flujo o con un
ensayo homogéneo de fluorescencia de tiempo resuelto (TRF) o usando resonancia de plasmon superficial (SPR)
(Biacore).

Caracteristicas y forma de la biblioteca

La presente invencion permite la construccion de bibliotecas de células eucariotas que tienen muchas caracteristicas
ventajosas. La invencion proporciona bibliotecas que tienen una o mas de las siguientes caracteristicas:

Diversidad. Una biblioteca puede codificar y/o expresar al menos 100, 102, 104, 105 108, 107, 108 o 10° aglutinantes
diferentes.

Integracion uniforme. Una biblioteca puede consistir en clones que contienen ADN donante integrado en un locus
fijo, o en un numero limitado de loci fijos en el ADN celular. Cada clon en la biblioteca, por lo tanto, contiene ADN
donante en el locus fijo o al menos uno de los loci fijos. Preferiblemente, los clones contienen ADN donante
integrado en uno o dos loci fijos en el ADN celular. Como se explica en otra parte en el presente documento, el sitio
de integracion esta en una secuencia de reconocimiento para una nucleasa de sitio especifico. La integraciéon del
ADN donante para producir ADN recombinante se describe en detalle en otra parte del presente documento y puede
generar diferentes resultados dependiendo del numero de sitios de integracion. Cuando existe un Unico sitio de
integraciéon potencial en las células utilizadas para generar la biblioteca, la biblioteca sera una biblioteca de clones
que contienen ADN donante integrado en el locus fijo Unico. Todos los clones de la biblioteca, por lo tanto, contienen
los genes de aglutinantes en la misma posicion en el ADN celular. Como alternativa, cuando existen mdltiples sitios
de integracién potenciales, la biblioteca puede ser una biblioteca de clones que contienen ADN donante integrado en
multiples y/o diferentes loci fijos. Preferiblemente, cada clon de una biblioteca contiene ADN donante integrado en un
primer y/o segundo locus fijo. Por ejemplo, una biblioteca puede comprender clones en los que el ADN donante se
integra en un primer locus fijo, clones en los que el ADN donante se integra en un segundo locus fijo, y los clones en
los que el ADN donante se integra en el primer y segundo loci fijos. En realizaciones preferidas, solo hay uno o dos
loci fijos en los clones en una biblioteca, aunque es posible integrar el ADN donante en multiples loci si se desea
para aplicaciones particulares. Por lo tanto, en algunas bibliotecas, cada clon puede contener ADN donante
integrado en uno o mas de varios loci fijos, por ejemplo, tres, cuatro, cinco o seis loci fijos.

Para bibliotecas que contienen subunidades de aglutinante integradas en sitios separados, los clones de la
biblioteca pueden contener ADN que codifica una primera subunidad de aglutinante integrada en un primer locus fijo
y ADN que codifica una segunda subunidad de aglutinante integrada en un segundo locus fijo, en donde los clones
expresan aglutinantes multiméricos que comprenden la primera y segunda subunidades.

Transcripcion uniforme. Los niveles relativos de transcripcion de los aglutinantes entre diferentes clones de la
biblioteca se mantienen dentro de limites controlados debido a que el ADN donante se integra en un numero
controlado de loci, y en el mismo locus en los diferentes clones (locus fijo). La transcripcion relativamente uniforme
de genes de aglutinantes conduce a niveles comparables de expresiéon de aglutinantes en o desde clones en una
biblioteca. Los aglutinantes mostrados en la superficie de las células de la biblioteca pueden ser idénticos a (tienen
la misma secuencia de aminoacidos que) otros aglutinantes presentados en la misma célula. La biblioteca puede
consistir en clones de células que presentan cada uno un solo miembro del repertorio de aglutinantes, o en clones
que presentan una pluralidad de miembros del repertorio de aglutinantes por célula. Como alternativa, una biblioteca
puede comprender algunos clones que muestran un solo miembro del repertorio de aglutinantes, y algunos clones
que presentan una pluralidad de miembros (por ejemplo, dos) del repertorio de aglutinantes. Preferiblemente, los
clones de una biblioteca expresan uno o dos miembros del repertorio de aglutinantes.

Por ejemplo, una biblioteca de clones de células eucariotas de acuerdo con la presente invencion puede expresar un
repertorio de al menos 10%, 104, 10° 108, 107, 10® o 10° aglutinantes diferentes, por ejemplo, fragmentos de
anticuerpos IgG, Fab, scFv o scFv-Fc, conteniendo cada célula ADN donante integrado en un locus fijo en el ADN
celular. EI ADN donante codifica el aglutinante y puede comprender ademas un elemento genético para la seleccién
de células en las que el ADN donante se integra en el locus fijo. Las células de la biblioteca pueden contener ADN
que codifica una nucleasa exégena de sitio especifico.

Estas y otras caracteristicas de las bibliotecas de acuerdo con la presente invencién se describen adicionalmente en
otra parte en el presente documento.

La presente invencion se extiende a la biblioteca en forma pura, como una poblacion de clones de biblioteca en
ausencia de otras células eucariotas, o mezclada con otras células eucariotas. Otras células pueden ser células
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eucariotas del mismo tipo (por ejemplo, la misma linea celular) o células diferentes. Se pueden obtener ventajas
adicionales combinando dos o mas bibliotecas de acuerdo con la presente invencién, o combinando una biblioteca
de acuerdo con la invencion con una segunda biblioteca o una segunda poblacién de células, ya sea para facilitar o
ampliar el cribado o para otros usos como se describe en el presente documento o que seran evidentes para el
experto en la técnica.

Una biblioteca de acuerdo con la invencién, uno o mas clones obtenidos de la biblioteca, o células hospedadoras en
las que se ha introducido el ADN que codifica un aglutinante de la biblioteca, puede proporcionarse en un medio de
cultivo celular. Las células pueden cultivarse y después concentrarse para formar un sedimento celular para un
transporte o almacenamiento conveniente.

Las bibliotecas normalmente se proporcionaran in vitro. La biblioteca puede estar en un recipiente tal como un
matraz de cultivo celular que contiene células de la biblioteca suspendidas en un medio de cultivo, o un recipiente
que comprende un sedimento o suspensién concentrada de células eucariotas que comprenden la biblioteca. La
biblioteca puede constituir al menos el 75 %, 80 %, 85 % o el 90 % de las células eucariotas en el recipiente.

Breve descripcion de los dibujos

Las realizaciones de la invencion se describiran ahora con mas detalle, con referencia a los dibujos adjuntos, que
son los siguientes:

Figura 1. Vector para la expresion de anticuerpos formateados con IgG.

a. pDUAL D1.3, un vector de expresion de promotor dual para la secrecion de IgG (en el esqueleto del vector
"pCMV/myc/ER")

b. pINT3-D1.3, un vector de expresion de promotor dual para la secrecion de IgG (en el esqueleto del vector
"pSF-CMV-f1-Pac1")

c. Esqueleto del vector pPCMV/myc/ER. El sitio ECoR1 precede al promotor CMV. Los sitios BstB1 y BstZ171
flanquean los sitios poli A de SV40.

d. Esqueleto del vector pSF-CMV-f1-Pac1 (Oxford Genetics)

e. gen sintético con exén que codifica la region transmembrana (TM) de PDGFR y exén que causa la
secrecion (sec). Las flechas solidas representan los sitios de recombinaciéon de Rox.

Figura 2. Secuencia de pD1 (SEQ ID NO: 1, 2, 3, 4 y 5): un casete de expresion del anticuerpo de promotor dual
para la expresion superficial.
Caracteristicas:

promotor pEF 13-1180

lider BM40 1193-1249

D1.3 VL humanizado 1250-1578

C kappa humano 1577-1891 BGH poli A 1916-2130
promotor CMV 2146-2734

Lider VH de ratén con intron 32832-3414

D1.3 VH humanizado 3419-3769

CH1-CH3 de IgG2 humano optimizado

Figura 3. Construccién del plasmido donante de AAVS (pD2)

a. Representacion del locus AAVS humano. El Exén 1 y Exén 2 del locus AAVS (que codifica la proteina
fosfatasa 1, subunidad reguladora 12C, PPP1R12C) se separan por un intron de 4428 pb. El corte y empalme
esta en el marco "0", es decir, el corte y empalme se produce entre 2 codones intactos de cada exon. Las
construcciones TALEN y CRISPR/Cas9 estan disponibles para escindirse dentro de este intron. Los bloques
sombreados representan las regiones a la izquierda y derecha de este sitio de escision que se utilizan dentro
de construcciones de vectores para impulsar la recombinacion homologa en este locus (brazo de homologia
AAVS izquierdo "HA izquierdo" y brazo de homologia AAVS derecho ("HA derecho").

b. Representacion del anticuerpo que codifica el plasmido donante pD2. Los brazos de homologia izquierdo y
derecho se muestran en los extremos de la representacion de la construccion. Un gen blasticidina sintético
esta precedido por un aceptor de corte y empalme que crea una fusiéon "en marco" con el exén 1 de AAVS.
También se muestra el casete de expresion de anticuerpos que consiste en una cadena ligera D1.3 y una
cadena pesada D1.3 IgG2 impulsada por pEF y promotores de CMV respectivamente.

c. Secuencia de la construccion donante pD1-huD1.3 (SEQ ID NO: 6, 7 y 8). Los brazos de homologia AAVS
se muestran subrayados y en negrita. Para mayor brevedad, el casete de anticuerpos (mostrado
anteriormente en la Figura 2) no se muestra en detalle. Los sitios de restriccién utilizados en el clon se
muestran en negrita. La secuencia del esqueleto plasmidico se muestra al gen de resistencia a la ampicilina.
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Figura 4. Expresion de IgG en la superficie celular.

a, c. El anlisis se centré en las células viables utilizando dispersién directa y tincion en el canal FL3 (a, c). Se
excluyeron las células positivas para la tincién en el canal FL3 (que representan células no viables que
absorbieron 7-AAD). Todas las células se transfectaron con pD2-D1.3 en ausencia (a, b) o presencia (c, d) de
las TALEN de AAVS y se tifieron con anticuerpo anti-Fc.

Figura 5. Unién a anticuerpos del antigeno en la superficie celular. Las células viables se seleccionaron
basandose en la dispersion directa y la oclusion de 7AAD (a). Las células se incubaron con lisozima de huevo de
gallina marcada con fluorescencia (b).

Figura 6. Efecto de la escision genémica dirigida por TALEN sobre la integracién del gen de resistencia a la
blasticidina. La figura muestra el nimero de colonias en las condiciones descritas.

Figura 7. Andlisis de la integracion del plasmido donante pD2-D1.3 en el locus AAVS.

Después de la transfeccion, las células se seleccionaron en Blasticidina y se preparé el ADN gendmico. Las
muestras 1-9 se beneficiaron de la adicién de nucleasas TALE dirigidas por AAVS, las muestras 10-11 eran de
clones que surgen de células transfectadas en ausencia de nucleasa TALE. Analisis de ADN gendmico realizado
por PCR como se describe en el texto. a. Verificacion desde el extremo 5' del sitio de integracién. B. Verificacion
desde el extremo 3' del sitio de integracion.

Figura 8. Construccién del vector de expresion de scFv-Fc pD6

a. Los anticuerpos formateados como scFv se clonan en los sitios Nco1/Not1 para crear una fusiéon "en
marco" con la regiéon Fc humana de 1gG2.
b. Secuencia de pD6 de los sitios Nco1 a Pme1 (SEQ ID NO: 9,10y 11).

Figura 9. Seleccion de aglutinantes de la biblioteca scFv-Fc de la superficie celular (de poblaciones de fagos
seleccionadas). Se muestra el andlisis de citometria de flujo de células con:

a-c. Poblacion sFv-Fc anti-CD229 integrada de 2 rondas de seleccién de presentacion de fagos en CD229

d. f Poblacion sFv-Fc anti-B-galactosidasa integrada de 1 ronda de seleccion de presentacion de fagos en 3-
gatactosidasa (células 3-galR1)

e. Poblacion sFv-Fc anti-p-galactosidasa integrada de 2 rondas de seleccion de presentacion de fagos en -
gatactosidasa

La muestra (a) muestra células sin tefiir y el resto se tifié con anti-Fc-ficoeritrina humana (en FL2) y antigeno
biotinilado apropiado 100 nM/estreptavidina-FITC (en FL1). Las células se analizaron después de 13 dias (a,
b, d, e). Los ejemplos c y f muestran las células tefiidas después de 20 dias y la region marcada muestra las
células recogidas por citometria de flujo.

h. Las células B-galR1 seleccionadas por citometria de flujo (Figura 6f) se cultivaron durante 22 dias y se
volvieron a analizar para determinar la expresién de scFv-Fc y la unién a antigeno (utilizando un antigeno 100
nM). g. Se muestra el equivalente sin tefiir.

j- Se muestran células B-galR1 sin clasificar de la poblacion original (como en d) que se habian cultivado
durante 42 dias después de la transfeccién (j). Las células no marcadas de cada poblacion se muestran con
fines comparativos (g, i)

Figura 10. Presentacion y clasificacién de mamiferos de la biblioteca formateada por IgG.

Se selecciond una poblacion de anticuerpos en la $-galactosidasa utilizando 1 o 2 rondas de presentacion de
fagos, se reformatearon como IgG y se dirigieron a través la integracion dirigida por nucleasas al locus AAVS de
las células HEK293. Los paneles a, b muestran células derivadas de la poblacién de fagos de la ronda 1, ya sea
a, sin clasificar (después de un crecimiento de 38 dias) o b, clasificadas por citometria de flujo y cultivadas
durante 19 dias. Los paneles ¢, d muestran células derivadas de la poblacion de fagos de la ronda 2, ya sea c,
sin clasificar (después de 38 dias de crecimiento o d, clasificadas y cultivadas durante 19 dias).

Figura 11. Construccion de una gran biblioteca de scFv-Fc sin tratamiento y seleccion de aglutinantes. Las
células de la biblioteca de scFv-Fc sin tratamiento se tifieron con antigeno biotinilado 500 nM y estreptavidina-
FITC junto con el anticuerpo anti-Fc marcado con ficoeritrina como anteriormente. La regién muestra las células
que se seleccionaron por clasificacion de flujo. Las muestras se marcaron con biotinilaciones:

a.CD28

b. B-galactosidasa
c. Tiroglobulina

d. EphB4

Figura 12. Vector de direccionamiento para introducir un intrén que contiene sitios de "aterrizaje multiple" para la
comparacioén de los métodos de integracion.
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a. Plasmido de expresion de GFP intermedio (pD3)

b. Vector de direccionamiento AAVS1_directed (pD4). El "sitio de aterrizaje" incorpora elementos para

dirigir la integracion que son FRT, lox 2272, meganucleasa I-Sce1 y GFP TALEN. Después de la integracion
de pD4 en el locus AAVS, estan presentes multiples sitios de recombinacion o escisién de nucleasas dentro
del genoma. El plasmido pD5 entrante (Figura 15) tiene brazos de homologia izquierdo y derecho
equivalentes a la secuencia presente en cada lado del "sitio de aterrizaje" para impulsar la insercién del
anticuerpo por recombinacién homéloga.

Figura 13. Secuencia de pD4 (SEQ ID NO: 12, 13, 14, 15,16, 17 y 18).
Las caracteristicas de secuencia incluyen:

Homologia izquierda de AAVS 19-822

Sitio de FRT 832-879, Sitio de Lox 2272 884-917, sitio de meganucleasa I-Sce1 933-950
Unién a TALEN izquierda I-Sce1 GFP 954-968, unién a TALEN derecha GFP 984-997
T2A 1041-1103

GFP 1104-1949

promotor PGK 2178-2691

Puromicina delta timidina quinasa 2706-4307

loxP 4634-4667

Homologia derecha de AAVS 4692-5528

Figura 14. Verificacion de la integracién del intron "sitio de aterrizaje mudltiple” en el clon 6F. Después de la
transfeccion, las células se seleccionaron en puromicina y se prepar6 el ADN gendmico. Las muestras 1
representan a toda la poblacion seleccionada. La muestra 2 representa el clon 6F, la muestra 3 es un clon
transfectado en ausencia de TALEN y la muestra 4 son células HEK293 de tipo silvestre. Los cebadores y las
condiciones descritas en el texto se utilizaron para verificar mediante PCR la integracién correcta en los extremos
5'y 3' de la insercion gendémica. La banda principal (tamafio correcto) se ve para el clon seleccionado (6F), asi
como para la poblacion seleccionada.

Figura 15. Secuencia de plasmido donante para la integracion en los sitios de TALEN FIp/GFP (pD5) (SEQ ID
NO: 19, 20 y 21). Las caracteristicas incluyen:

AAVS HA 13-233

sitio de FRT 243-290

Lox2272 295-328

I-Sce1 344-361

Resistencia a blasticidina 417-818
Poli A 832-1070

Figura 16. Secuencia de la construccién de meganucleasa I-Sce1 (SEQ ID NO: 22 y 23)

Figura 17. Analisis de citometria de flujo que compara la integracion dirigida por nucleasas utilizando
meganucleasa I-Sce1 con recombinasas.

Las células del clon 6F se cotransfectaron con pD5-D1.3 y los plasmidos que codifican la nucleasa/recombinasa
indicada. Las células se seleccionaron con blasticidina y se analizaron 13 dias después de la transfeccion
usando anticuerpos biotinilados anti-Fc humanos y estreptavidina-ficoeritrina. Se indica el porcentaje de células
positivas (también se resume en la Tabla 5)

a. Sin transfectar, b Donante solamente c. I-Sce1, d, TALEN eGFP, e. Cre, f. Flp recombinasa (codificada por
el plasmido pOG44).

Figura 18. La integracion dirigida por nucleasas impulsa la recombinacion homologa y la "union de extremos no
homologos" (NHEJ).

a. Representacion de la estructura del plasmido pD5 utilizado para dirigirse al "sitio de aterrizaje" multiple
dentro del intrén de las "células de clones 6F que muestran la posicion del cebador J48. El "sitio de aterrizaje”
en este plasmido incorpora un sitio de FRT, un sitio 10x2272 y un sitio de meganucleasa I-Sce1 (pero no un
sitio de TALEN GFP).

b. Representacion del sitio de integracion dentro del clon 6F (derivado de pD4) que muestra la posicién del
cebador J44. El "sitio de aterrizaje" incorpora elementos para dirigir la integracién que son FRT, lox 2272,
meganucleasa I-Sce1 y TALEN GFP.

c. Representacion del sitio de integracién del clon 6F después de la recombinacién homéloga de pD5, que
muestra la posicién de los cebadores J44 y J48.

d. Representacion del sitio de integracién del clon 6F después de la recombinacion NHEJ o Flp de pD5, que
muestra la posicion de los cebadores J44, J46 y el cebador inverso J44. La flecha de dos puntas indica el
plasmido "extra" derivado del ADN incorporado por NHEJ o integracion dirigida por Flp. Se observa en este

31



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2712632713

ejemplo que el ADN plasmidico entrante (pD5) tiene brazos de homologia (que dirigen la recombinacién
homologa pero no son necesarios para NHEJ). Estas secuencias se conservan después de la integracion por
NHEJ, lo que provoca una duplicacion de la secuencia representada dentro de los brazos de homologia con
un par que procede del plasmido en este caso y el otro par que representa las secuencias genomicas
endogenas. Por simplicidad, los brazos de homologia codificados con plasmidos no se muestran, solo su
secuencia equivalente dentro del genoma.

e. Los cebadores 44 y 48 se usaron como cebadores de PCR para las muestras i-iv donde se us6é el ADN
genomico de las células transfectadas con las siguientes nucleasas/integrasas:

i. Sce1, ii. TALEN (GFP), iii. FIp (pOG44), iv. Donante solamente. Los marcadores de peso molecular eran
la escalera de 1 kb "GeneRuler (New England Biolabs). Los cebadores J44 y J48 revelan que se ha
producido una recombinacién homoéloga produciendo una banda de 1928 pb (indicada por una flecha) en
las muestras escindidas por nucleasas iy ii.

Los cebadores 44 y 46 se utilizaron para las muestras v-viii donde se usé el ADN genémico de las siguientes
muestras. v. Sce1, vi. TALEN (GFP), vii. Flp (pOG44), viii. Donante solamente.

Los cebadores J44 y J46 revelan que la escision del ADN donante y gendmico por la meganucleasa I-Sce1
ha dado como resultado la NHEJ (muestra v.) que produce una banda de 1800 pb (indicada por la flecha).
Como se esperaba, se logré una banda de tamafio similar mediante la integracion mediada por Flp (vii).
NHEJ no se ha producido con TALEN GFP ya que no habia ningun sitio de escision en el plasmido entrante.

Figura 19. Secrecion de anticuerpos IgG en sobrenadante de cultivo.
a. Gel tefiido con Coomassie de IgG purificada por proteina A de sobrenadantes de cultivo.

i. IgG purificada a partir de sobrenadante de células pD2-D1.3 sin transfeccion del gen de la recombinasa
Dre.

ii. i. 1IgG purificada a partir de sobrenadante de células pD2-D1.3 transfectadas con el gen de la
recombinasa Dre.

ELISA policlonal de anticuerpos secretados. Las células clasificadas del experimento mostrado en la Figura
9H (originalmente de células de la poblacion de anticuerpos seleccionadas por 1 ronda de presentacion de
fagos) se cultivaron durante 7 dias después de la clasificacion y se recogié el sobrenadante del cultivo. Las
placas de ELISA se recubrieron con B-galactosidasa (10 ug/ml) o BSA (10 ug/ml) durante una noche. Los
sobrenadantes de cultivo se diluyeron hasta el 66 % después de mezclarlos con un volumen del 33 % de
Marvel-PBS al 6 % (esto se ha descrito anteriormente como la muestra "pura"). El sobrenadante también se
diluy6 1/10 en PBS y se mezclé con MPBS al 6 % de la misma manera. La deteccién de la fusion scFv-Fc
unida se realizé utilizando IgG-Eu anti-humana (Perkin EImer Cat. 1244-330).

Figura 20. Preparacion de fragmentos de ADN para la conversion de poblaciones seleccionadas de scFv a
formato con IgG. (a) Generacion del inserto de ADN CL-pA-CMV-Sigp (como se muestra en la Figura 21b).
Amplificacién por PCR a partir del plasmido pD2 con los cebadores 2595 y 2597 y purificado en gel. Carril m,
escalera de 1 kb Generuler (Thermo, SM031D), carril 1 inserto de ADN C.-pA-CMV-Sigp. (b) La generacion del
inserto de ADN scFv era como se describe en el Ejemplo 6. Carril m, escalera 1 kb Generuler (Thermo,
SMO031D), blanco del carril 1, scFv purificado por el carril 2, poblacion de ScFv del resultado de la ronda 1 de §-
galactosidasa del carril 3, poblacién de scFv del resultado de la ronda 2 de 3-galactosidasa del carril 4, poblacién
de scFv del resultado de la ronda 2 de CD229 del carril 5. (c) La purificacion de ADN "mini-circulo” digerido por
Nhel y Xhol. Las ligaduras entre el ADN digerido de Ncol/Notl que codifica scFv (Figura 21, inserto a) y el ADN
que codifica la cadena ligera (CL) constante, poli A (pA), promotor de CMV y péptido senal (Figura 21, inserto b)
para formar un ADN "mini-circulo" (Figura 21c) se purificaron en una columna de centrifugacion, se digirieron con
Nhel y Xhol y se purificaron con gel de agarosa al 1 %. Los carriles son m, escalera de 1 kb Generuler (Thermo,
SMO031D), resultado de la ronda 1 de B-galactosidasa del carril 1, resultado de la ronda 2 de B-galactosidasa del
carril 2, resultado de la ronda 2 de CD229 del carril 3. El producto linealizado a 2,6 kb, indicado por flecha, se
escindid y se purifico.

Figura 21. Representacion esquematica del proceso de conversion de formato scFv a IgG. Un inserto de ADN (a)
que codifica los dominios V1 y VL de anticuerpo se liga con el fragmento de ADN (b) que codifica una cadena
constante ligera (CL), una secuencia de poliadenilacion (pA), un promotor de citomegalovirus (CMV) y un péptido
sefal (SigP). La unién de las moléculas de ADN a y b para crear un ADN "mini-circulo” no replicante ¢ se facilita
mediante una ligadura de "extremo adhesivo". Después de la ligadura, el "mini-circulo" c se linealiza con las
enzimas de restriccion Nhel y Xhol. El producto linealizado d se purifica luego y se liga con el vector digerido e.
El vector e incluye un promotor de pEF y una secuencia SigP aguas arriba del sitio Nhel y codifica los dominios
pesados (CH) constantes de anticuerpo 1 a 3 aguas abajo del sitio Xhol. El producto de la ligadura del inserto d
con el vector e daria como resultado el plasmido f, que se puede usar para transformar bacterias y el crecimiento
con un marcador seleccionable adecuado permitiria la produccion y purificacion de ADN plasmidico mediante
métodos estandar. El plasmido f purificado se puede introducir en células de mamifero [134] para la expresion
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heterologa de anticuerpos Ilg. Como alternativa, el ADN que codifica CH1-3 en el vector e, podria reemplazarse
con el ADN que codifica un solo dominio CH1 para la expresion de Fab. Vi y VL son cadenas pesada y ligera
variables de anticuerpo respectivamente. El ADN que codifica un promotor del factor de elongacion (pEF), se
representan una cadena ligera (CL) constante de anticuerpo y dominios pesados constantes 1 a 3 (CH1-3), una
secuencia de poliadenilacion (pA), un promotor de citomegalovirus (CMV) y un péptido sefal (SigP).

Figura 22. Ejemplo adicional de preparacion de fragmentos de ADN requeridos para la conversion de scFv en
IgG (a) Los insertos de scFv generados como se describe en el Ejemplo 14 se separaron en un gel de TBE de
agarosa al 1 %. Los carriles 1y 14 son una escalera de ADN de 500 pb que comienza en 500 pb. Los carriles 2 a
13 son PCR de scFv. (b) La purificacion del "minicirculo” linealizado d (Figura 21) se realizé mediante separacion
en un gel de TBE de agarosa al 1 %. De izquierda a derecha, el primer carril es una escalera de ADN (escalera
de 1 kb, Lifetech, 15615-024) y los carriles restantes un "mini-circulo” linealizado d. (c) Como (b) excepto que el
promotor de CMV se reemplaza por una secuencia P2A y la escalera de ADN empleada era la escalera de 1 kb
Generuler (Thermo, SM031D).

Figura 23. Integracion dirigida por nucleasas de genes de aglutinantes utilizando sistemas de electroporacion de
flujo. Una mezcla 50:50 de plasmidos pD6 que codifican un anticuerpo anti-FGFR1 o FGFR2 se electroporo
usando un sistema de electroporacion de flujo. Después de 13 dias, las células de seleccion de blasticidina se
marcaron con FGFR1-Fc marcado con Dyelight-633 (FGFR1-Dy633) o FGFR2-Fc marcado con Dyelight 488
(FGFR2-Dy488). Las manchas de puntos representan:

a. Tincién unica FGFR2-488 (muestra 1b de la Tabla 7)

b. Tincién tnica FGFR1-633 (muestra 1b de la Tabla 7)

c. Tincién doble FGFR1-633/FGFR2-488 (muestra 1b de la Tabla 7)
d. Tincion doble FGFR1-633/FGFR2-488 (muestra 3 de la Tabla 7)

Figura 24. Recuperacion de genes de anticuerpos después de la clasificacion por flujo.

Se selecciond una poblacién de anticuerpos mediante una ronda de presentacion de fagos y se cred una
biblioteca de presentacién de mamiferos mediante electroporacion de flujo utilizando el sistema Maxcyte. Las
células se clasificaron utilizando antigeno 1 nM o 10 nM y el ARNm se aisl6 directamente. Los genes de
anticuerpos se recuperaron mediante PCR, se clonaron en un vector de expresiéon bacteriana y se determiné la
proporcion de positivos para ELISA ("resultado 1 nM", "resultado 10 nM"). Esto se comparé con el resultado de la
ronda 1 original ("resultado del fago R1"). El grafico muestra el perfil de las sefiales ELISA obtenidas con cada
poblacion.

Figura 25. Vector pINT20 para la expresion de los receptores de linfocitos T.

a. Representacion del plasmido del promotor dual pINT20 que muestra los brazos de homologia de AAVS,
gen seleccionable de puromicina (con la regién alrededor del sitio del aceptor de corte y empalme que se
muestra a continuacion). La cadena alfa (que incluye alfa variable, constante alfa de ratén-CD3() esta
flanqueada por los sitios de restriccion Nhe1, Not1 y Acc65l y esta bajo el control del promotor de pEF. La
cadena beta (que incluye la variable beta, la constante beta de ratdon-CD3() esta flanqueada por los sitios
Nco1, Xho1 y hind3 y esta bajo el control del promotor de CMV.

b. Secuencia en el aceptor de corte y empalme y comienzo del gen de puromicina (SEQ ID NO: 24 y 25)

c. Secuencia de la construccion de la cadena alfa del clon del receptor de linfocitos T c12/c2 que muestra los
sitios de restriccion Nhe1, Not1 y Acc651 (SEQ ID NO: 26 y 27).

d. Secuencia de la construccion de cadena beta del clon del receptor de linfocitos T c12/c2 que muestra los
sitios de restriccion Nco1, Xho1 y Hind 3 (SEQ ID NO: 28 y 29).

e. Secuencia de la construccion de cadena alfa del clon del receptor de linfocitos T 4JFH que muestra los
sitios de restriccion Nhe1/Not1 (SEQ ID NO: 30y 31).

f. Secuencia de la construccién de cadena beta del clon del receptor de linfocitos T 4JFH que muestra los
sitios de restriccion Nco1/Xho1 (SEQ ID NO: 32y 33).

g. Estrategia y cebador utilizados para mutar CDR3 de la cadena alfa de TCR c12/c2 (SEQ ID NO: 34, 35, 36
y 37).

g. Estrategia y cebador utilizados para mutar CDR3 de la cadena beta de TCR c12/c2 (SEQ ID NO: 38, 39, 40
y 41).

(N=AC,GT;S=COG,W=AO0T)

Figura 26. Reconocimiento de complejos péptido:MHC por receptores de linfocitos T introducidos en células de
mamifero mediante integracion dirigida por nucleasas.

TCR1 es el péptido 1 que reconoce TCR c12/c2 (SLLMWITQV) en forma de complejo con HLA-A2 marcado con
ficoeritrina (péptido 1). TCR2 es el péptido 2 que reconoce TCR 4JFH (ELAGIGILTV) en forma de complejo con
HLA-A2 marcado con ficoeritrina (péptido 2). Las muestras a y ¢ muestran células que expresan TCR1 expuestas
al péptido 1 (a) o al péptido 2 (c). Las muestras a y ¢ muestran células que expresan TCR2 expuestas al péptido
1 (a) o al péptido 2 (c).

Las muestras e y f muestran células HEK293 no transfectadas marcadas con el péptido 1 (e) o el péptido 2 (f).
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g. El plasmido que codifica TCR1 se mezclé con un exceso de 100 veces del plasmido TCR2, introducido
mediante integracion dirigida por nucleasa en células HEK. El 1,15 % de las células se marcé con el péptido
1. EI 1,15 % de las células eran positivas.

h. El plasmido que codificaba TCR2 se mezcl6 con un exceso de 100 veces del plasmido TCR1, se introdujo
mediante integracién dirigida por nucleasas y se marc6 con el péptido 2. Se marcaron el 0,62 % de las
células. Las células positivas se recogieron por clasificacion de flujo y se recuperé el ARNm para el analisis
del enriquecimiento de TCR especifico.

Las muestras i-l ilustran la expresion de una biblioteca de linfocitos T en células HEK293. La biblioteca TCR se
introdujo por electroporacion Maxcyte y se selecciond durante 11 dias en puromicina

I. Muestra células marcadas con un anticuerpo anti-TCR marcado con APC (eje y).

j. Muestra las células marcadas con el péptido 1 marcado con ficoeritrina:MHC (eje x)

k. Muestra células no transfectadas marcadas tanto con anticuerpo anti-TCR como con el péptido 1:MHC

I. Muestra la biblioteca TCR1 de células transfectadas marcadas tanto con anticuerpos anti-TCR como con el
péptido 1:MHC. Las muestras m-n ilustran la expresion de TCR en células Jurkat. TCR1 se administré por
electroporacion de Amaxa y se selecciond durante 25 dias en puromicina. El plasmido se transfectdé en
presencia (m) o ausencia (n) de nucleasa TALE y se incubé con un anticuerpo anti-TCR de cadena
marcado con APC. Las muestras o-r ilustran la activacion del receptor de linfocitos T de las mismas células
Jurkat transfectadas con TCR1. Todas las células estan marcadas con anticuerpo anti-CD69 (eje y). La
muestra o no se estimulé y la p se estimulé durante 24 horas con un anticuerpo anti-CD3. Las muestras qy r
se incubaron durante 24 horas con 2 ul y 6 ul, respectivamente, de complejo MHC:péptido 1 marcado con PE.
Todas las células también se expusieron al anticuerpo CD28.

Figura 27. Vectores pINT21 CAR1 y pINT21 CAR2 para la introduccién de bibliotecas del receptor de antigeno
quimérico (CAR) en células humanas.

Representacion del plasmido de promotor unico pINT21 que muestra los brazos de homologia AAVS, gen
seleccionable de puromicina, promotor de CMV que impulsa la fusion del aglutinante al dominio de sefializacién
CD3C. Los sitios Nco1 y Not 1 son demandados para clonar el aglutinante.

a. pINT21 CAR1 fusiona el aglutinante con el dominio de yuxtamembrana, transmembrana y sefalizacion de
CD3¢.

b. pINT21 CAR2 fusiona el aglutinante con el dominio de bisagra y transmembrana CD8, los dominios de
activacion 4-1BB y CD3¢

c. Secuencia de CD3 en pINT 21_CAR1 (SEQ ID NO: 42, 43 y 44)

d. Secuencia de CD8, 4-1BB y CD3¢ en pINT 21_CAR2 (SEQ ID NO: 45 y 46)

e. Secuencia de FMC63 H-L (anticuerpo anti CD19) (SEQ ID NO: 47 y 48)

Figura 28 Expresion de scFv y andamiaje alternativo dentro de la construccion del receptor de antigeno
quimérico introducida en células humanas mediante integracion mediada por nucleasas.

Las células HEK se transfectaron con anticuerpos anti-FGFR1 (b) o adhirén lox1 (c) y se marcaron con FGFR1y
lox1 marcados respectivamente. Como control, los mismos antigenos se incubaron con células HEK293 no
transfectadas (a y c, respectivamente).

Las poblaciones de bibliotecas de presentacién de fagos seleccionadas en mesotelina y CD229 se introdujeron
en células HEK mediante integracion mediada por nucleasas (f y h respectivamente) y se seleccionaron en
puromicina durante 11 dias. Estas células o células HEK293 no transfectadas se incubaron con mesotelina
marcada (e, f) o CD229 (g, h). e y h representan células HEK293 no transfectadas.

Figura 29. Secuencia de andamiajes de aglutinante alternativos para la presentacion de mamiferos. Las
bibliotecas de diferentes formatos de aglutinante pueden introducirse facilmente mediante integracién dirigida por
nucleasas utilizando el vector descrito en el presente documento. Por ejemplo, las construcciones de Adhirén se
prepararon con los sitios Nco1l y Not 1 flanqueantes para la introduccion en construcciones CAR o
construcciones de fusién Fc.

a. Secuencia de unién a lox1 Adhiron_lox1A (SEQ ID NO: 49y 50)
b. Secuencia de union a lox1 Adhiron_lox1B (SEQ ID NO: 51y 52)

(Los bucles variables se muestran en negrita y subrayados en la secuencia de la proteina).

c. Posibles cebadores mutagénicos para la construccion de la biblioteca de aglutinantes dentro del bucle 1
(adhirén mut1) (SEQ ID NO: 53, 55 y 56) o el bucle 2 (adhirén mut2) (SEQ ID NO: 54, 57 y 58),

A continuacion se muestra una representacion de la region cubierta por los cebadores (cadena inferior) que
muestra la traduccion de proteinas. n representa el niumero variable de codones NNS que dan lugar a
diferentes longitudes de bucle.

d. Secuencia de knottin MCoTI-Il de unién a tripsina con sitios Nco1 y Not1 flanqueantes que permiten la
expresion de knottin dentro de los vectores descritos en el presente documento. La secuencia del primer
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bucle esta subrayada SEQ ID NO: 59 y 60).

e. Estrategia para la creacion de biblioteca de mutantes knottin. En este ejemplo, el bucle 1 se reemplaza por
10 aminoacidos aleatorizados. En este ejemplo, se introducen codones VNS (V = A, C o G) que proporcionan
24 codones que codifican 17 aminoacidos. Esta secuencia se puede introducir en un clon que codifica
MCoTI-Il usando métodos estandar (SEQ ID NO: 61, 62 y 63).

Figura 30. Ejemplo de secuencias para la insercién de genes de anticuerpo mediada por nucleasas por ligadura
0 unién de extremos mediada por microhomologia (MMEJ).

a. Secuencia de pD7-Sce1 (nuclettidos 1-120) (SEQ ID NO: 64, 65). La secuencia es como pD6 (véase la
Figura 3c, 8), excepto que el brazo izquierdo AAVS entre EcoR1 y Nsi1 ha sido reemplazado por el
reconocimiento de meganucleasa I-Sce1 (en negrita). Ademas, el brazo derecho de AAVS entre Asc1 y Mlu1
se ha reemplazado por un inserto codificado por los cebadores 2723 y 2734 (no se muestra).

b. Secuencia de pD7-ObLiGaRe (nucleétidos 1-120) (SEQ ID NO: 66, 67). La secuencia es como pD6 (véase
la Figura 3c, 8), excepto que el brazo izquierdo de AAVS entre EcoR1 y Nsi1 ha sido reemplazado por los
sitios de reconocimiento del brazo derecho e izquierdo AAVS TALE. Ademas, el brazo derecho de AAVS
entre Asc1 y Mlu1 se ha reemplazado por un inserto codificado por los cebadores 2723 y 2734 (no se
muestra).

Figura 31. Integracion dirigida por nucleasas de aglutinantes en el locus ROSA 26.
a. Muestra la secuencia del brazo de homologia izquierdo hasta el comienzo del gen de puromicina que
muestra los cebadores y los sitios de restriccion mencionados en el ejemplo 22 (SEQ ID NO: 68).
b. Secuencia del brazo de homologia derecho para la integracion dirigida por nucleasas en el locus ROSA 26
que muestra los cebadores y los sitios de restriccion mencionados en el ejemplo 22 (SEQ ID NO: 69).
Ejemplos

Ejemplo 1. Construccién de vectores para la expresion de anticuerpos formateados con IgG

Para efectuar selecciones genéticas de aglutinantes (por ejemplo, anticuerpo, proteina o péptido) es necesario
introducir un gen que codifica este aglutinante e impulsar la expresion de este gen desde un promotor exégeno, o
dirigiendo la integracion del transgén aguas abajo de un promotor preexistente en el ADN celular, por ejemplo, un
promotor endégeno. Los anticuerpos representan la clase de aglutinantes mas utilizada comunmente y pueden
formatearse para su expresion en diferentes formas. En los ejemplos a continuacion, se describe la expresion de un
formato de gen uUnico donde un scFv se fusiona con un dominio Fc (scFv-Fc). También se ilustra la expresion de
anticuerpos formateados como moléculas de IgG2 humanas. Para expresar anticuerpos con formato IgG o FAb en
células productoras tales como eucariotas superiores, es necesario expresar las cadenas pesadas y ligeras
separadas. Esto se puede hacer introduciendo plasmidos separados que codifican cada cadena o introduciéndolos
en un solo plasmido. Dentro de un Unico plasmido, las 2 cadenas pueden expresarse a partir de un ARNm unico
multicistrénico. La expresién de proteinas distintas de un solo mensaje requiere elementos tales como una
secuencia de entrada interna del ribosoma (IRE) que permite iniciar la traduccion en una ubicaciéon secundaria aguas
abajo. Como alternativa, se podrian usar elementos de secuencia que promuevan el estancamiento/reinicio de la
traduccién, tal como las secuencias virales 2A [119].

Como alternativa, pueden expresarse multiples proteinas distintas a partir de un Unico plasmido usando mudiltiples
promotores. Las Figuras 1a y 1b muestran la organizacion de 2 casetes de expresion similares dentro de diferentes
esqueletos de vectores (pDUAL y pINT3) que se desarrollaron para la expresién de anticuerpos con formato IgG
secretados. Estos casetes de expresion se crearon utilizando una combinacion de sintesis génica y amplificacion de
la reaccion en cadena de la polimerasa de elementos estandar tales como promotores y secuencias poliA. Los
primeros plasmidos separados se crearon dentro de pCMV/myc/ER (Figura 1c, Life Technologies) para la expresion
de la cadena pesada del anticuerpo (pBIOCAM1-NewNot) y la cadena ligera (pBIOCAM2-pEF). Los elementos de
pBIOCAM2-pEF (incluidos el promotor de pEF, el gen de la cadena ligera y el sitio poli A) se clonaron en
pBIOCAM1-NewNot) para crear pDUAL. Los ejemplos mostrados incluyen los dominios VH y VL de un anticuerpo
anti-lisozima humanizado llamado D1.3 [120] y se denominan pDUAL-D1.3 y pINT3-D1.3. Los elementos de pDUAL
D1.3 representados en la Figura 1a estan presentes entre el sitio poliA EcoR1 y BGH del esqueleto plasmidico de
pCMV/myc/ER (Life Technologies Cat. V82320 Figura 1c).

De manera similar, se introdujeron casetes de cadena ligera y cadena pesada separados en pSF-pEF (Oxford
Genetics 0G43) y pSF-CMV-F1-Pac1 (Oxford Genetics OG111) respectivamente para crear pINT1 y pINT2. Estos
se combinaron mediante la clonacién del casete de cadena ligera (incluido el promotor de pEF, el gen de la cadena
ligera y el sitio poli A) aguas arriba del promotor de CMV en pINT2, para crear pINT3. Los elementos de pINT3-D1.3
representados en la Figura 1b se clonan entre el primer Bgl2 y el Sbf1 representado dentro del plasmido pSF-CMV-
F1-Pac1 (Figura 1d, Oxford Genetics 0G111).
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El promotor temprano inmediato de citomegalovirus (promotor de CMV) es un potente promotor y se us6 para
impulsar la expresion de cadenas pesadas. pDUAL D1.3 también incorpora un lider tripartita (TPL) de adenovirus 2 y
un promotor tardio principal mejorado (enh MLP) inmediatamente aguas abajo del promotor de CMV [121]. La
proteina alfa del factor de alargamiento 1 se expresa de forma ubicua y abundante en la mayoria de las células
eucariotas y su promotor (promotor de pEF) se usa comunmente para impulsar la expresion del transgén [122]. En
pDUAL-D1.3 y pINT3-D1.3, el promotor de pEF se usa para impulsar la expresiéon de la cadena ligera del anticuerpo.
Los sitios de poliadenilacion que se originan en la hormona de crecimiento bovina (BGH poliA) estan presentes al
final de cada casete de expresion.

La secrecion de las cadenas pesada y ligera separadas en el reticulo endoplasmico (y en ultima instancia el
sobrenadante de cultivo) esta dirigida por 2 secuencias lideres diferentes. La secreciéon de la cadena ligera esta
dirigida por una secuencia lider BM40 [123]. A esto le siguen los sitios de clonacién Nhe1 y Not1 que permiten la
clonaciéon en marco de los genes VL que, a su vez, se fusionan con un gen C kappa humano. La secrecién de la
cadena pesada esta dirigida por un lider dividido por un intrén que se origina a partir de un gen VH de ratén (como
se encuentra en pCMV/myc/ER). Al lider le siguen los sitios Nco1 y Xho1, lo que permite la clonacién en marco de
los genes VH del anticuerpo, seguido de un gen IgG2 optimizado por codones. Los genes VL y VH del anticuerpo
D1.3 humanizado [120] se clonaron en los sitios Nhe1/Not1 y Nco1/Xho1 respectivamente dentro de pDUAL-D1.3 y
pINT3-D1.3.

Las versiones ancladas a membrana de estos plasmidos se crearon para la presentacién de mamiferos. El plasmido
pD1 se cred al digerir pPDUAL-D1.3 con Bsu36l (que corta el dominio CH3 del gen de la cadena pesada de IgG2) y
con BstZ171, que corta el esqueleto después de la region poliA de SV40 del casete de resistencia a neomicina
(Figura 1c). Por lo tanto, esto elimina la mayor parte del dominio CH3 y la totalidad del casete de expresiéon de
neomicina. El dominio CH3 se reemplaza por un inserto sintético con los extremos compatibles Bsu36l y BstZ171
(representados en la Figura 1e). El inserto sintético fue disefiado para reemplazar el codén de terminacion en el
extremo del dominio CH3 del anticuerpo con un donante de corte y empalme e intron que causa el corte y empalme
del extremo CH3 con respecto a un exén que codifica el dominio transmembrana del receptor PDGF humano [84] los
primeros 5 restos intracelulares, un codén de terminacion y un donante de corte y empalme adicional. A esto le sigue
un intrén y un aceptor de corte y empalme adicionales seguidos por un coddn para un solo aminoacido y luego un
codon de terminacién (Figura 1e). Los 2 intrones sintéticos que flanquean el exén que codifica el dominio
transmembrana se disefiaron con sitios de reconocimiento ROX ubicados dentro de ellos. Los sitios ROX son
reconocidos por la recombinasa Dre que causa la recombinacion entre el ADN que contiene estos sitios [88]. La
inclusion de 2 sitios ROX que flanquean el exén que codifica el dominio transmembrana crea el potencial de eliminar
este exon mediante la transfeccion de un gen que codifica la recombinasa Rox. Esto se anticiparia para crear un
producto de anticuerpo secretado.

La Figura 2 muestra la secuencia del plasmido de expresion del anticuerpo del promotor dual resultante que expresa
un anticuerpo anti-lisozima D1.3 humanizado (en lo sucesivo en el presente documento denominado pD1-D1.3 (SEQ
ID NO: 1). La especificidad de unién a la lisozima se incorpora a través de la inclusién de secuencias VH y VL de
D1.3 [120] entre los sitios de restriccion Nco/Xho1 y Nhe1/Not1 respectivamente. La secuencia se muestra desde el
sitio ECoR1 hasta el BstZ171. Las secuencias mas alla de los sitios ECoR1 y BstZ171 son del esqueleto del vector
como se representa en la Figura 1c.

Ejemplo 2. Construccién del vector (pD2) para dirigir un casete de anticuerpo al locus AAVS

La escision dentro del genoma usando nucleasas de sitio especifico facilita la insercion de ADN heterélogo a través
de recombinacion homoéloga o unién de extremos no homélogos (NHEJ). Las células HEK293 humanas se
escindieron con nucleasas dirigidas al primer intron del gen de la subunidad reguladora 12C de la proteina fosfatasa
1 (PPP1R12C). Este locus se identific6 como un sitio de integracion comun de virus adenoasociados y se conoce
como el sitio AAVS (Figura 3a). El sitio AAVS se considera un locus "seguro" para la insercién y expresion de genes
heterologos en células humanas [124].

Después de la escision de sitio especifico dentro del genoma, es posible promover la integracién de un casete que
expresa proteinas utilizando recombinacion homéloga. Para esto, es necesario flanquear el casete de expresion con
regiones homoélogas a las secuencias encontradas en cada lado del sitio de escision gendmica. Para dirigir la
integracion en el locus AAVS, una seccion de 804 pb del locus AAVS 5' con respecto al sitio de escisién deseado, se
amplificod por PCR para crear un sitio ECoR1 y Mfe 1 en los extremos 5' y 3' respectivamente. Este producto, que
representa el brazo de homologia izquierdo para dirigirse al casete de anticuerpos, se cloné en el sitio EcoR1 de
pD1 recreando el sitio ECoR1 en el extremo 5'. Para el brazo de homologia correcto, se amplific6 por PCR una
seccion de 836 pb del locus AAVS, 3' del sitio de escision, para crear sitios Bstz171 en cada extremo y se cloné en
el Bstz171 de pD1. La construccion se representa en la Figura 3b y la secuencia de la construccion resultante (pD2)
se muestra en la Figura 3c.

Durante la clonacion del brazo de homologia izquierdo AAVS, los sitios de restriccion Nsi1 y Pac1 también se

insertaron en el extremo 3'. Estos sitios se usaron posteriormente para clonar un intrén sintético seguido de un gen
blasticidina con un sitio de poliA adjunto. El gen blasticidina carece de un promotor pero esta precedido por un sitio
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aceptor de corte y empalme que crea una fusién en marco con el exén aguas arriba del locus AAVS (Figura 3a, b).
La integracion en el locus AAVS causa la expresion del gen blasticidina sin promotor. La secuencia de esta
construccion final, llamada pD2, se muestra en la Figura 3c.

En la Figura 2 se muestra la secuencia del casete de anticuerpos, que incluye el promotor de pEF, la cadena ligera
D1.3, la region poli A, el promotor de CMV, la cadena pesada D1.3, los sitios de corte y empalme alternativos y el
sitio poli A. Para evitar la duplicacion de esta secuencia se representa en la Figura 3c como un bloque etiquetado
como "CASETE DE EXPRESION DE ANTICUERPO D1.3".

Ejemplo 3. Integracion dirigida por AAVS TALEN de la construccién de IgG para la expresion de anticuerpos en la
superficie celular y la unién a antigeno

Las células HEK293F (Life Technologies), cultivadas en medio Freestyle, se transfectaron con ADN pD2-D1.3 en
presencia o ausencia de un par de vectores TALEN dirigidos por AAVS. Un par AAVS TALEN ("AAVS original") se
ha descrito anteriormente [125] y reconoce la secuencia:

TALEN IZQUIERDA: 5' (T)CCCCTCCACCCCACAGT (SEQ ID NO: 70)
Espaciador 5 GGGGCCACTAGGGAC (SEQ ID NO: 71)

TALEN derecha: complemento de 5' AGGATTGGTGACAGAAAA (SEQ ID NO: 72)
(es decir, 5 TTTTCTGTCACCAATCCT (SEQ ID NO: 73)

Se identificd un par TALEN dirigido por AAVS alternativo, mas eficiente y se us6 en experimentos posteriores (pZT-
AAVS1 L1 TALE-N y pZT-AAVS1 R1 TALE, Cat. N.° GE601A-1 System Biosciences). Este par, que reconoce el
mismo sitio (pero no el primer resto "T" que se muestra entre paréntesis anteriormente), se conoce como el par
TALEN "AAVS-SBI".

Las células se sembraron a 0,5 x 10° células/ml y se transfectaron al dia siguiente a 10° células/ml usando
ADN:polietilenimina (PolyPlus) afiadida en una relacién de 1: 2 (p/p). Las células se transfectaron con 0,6 ug/ml de
pD2 y se cotransfectaron con pcDNA3.0 como control (0,6 ug/ml) o los plasmidos TALEN "AAVS original" izquierdo y
derecho combinados (0,3 pg cada uno/ml). pD3 que expresa EGFP del promotor de CMV (véase mas abajo) se
incluyé en el experimento como control de transfeccion y mostré un 35 % de eficiencia de transfeccion. Las células
se seleccionaron en cultivo en suspensién utilizando medio Freestyle (Life Technology) complementado con 5 ug/mi
de blasticidina.

Para determinar si la expresion del anticuerpo habia ocurrido en la superficie celular, las células se tifieron con un
anticuerpo anti-Fc humano de acuerdo con el siguiente protocolo:

1. 16 dias después de la transfeccion, se centrifugaron 0,5-1 x 10° células de las poblaciones seleccionadas con
blasticidina durante 2 minutos (200-300xg) a 4 °C.

2. Se lavaron las células con 1 ml de tampédn de lavado (BSA al 0,1 % en PBS Gibco n.° 10010) y las células se
centrifugaron durante 2 minutos (200-300xg) a 4 °C.

3. Se resuspendieron las células en 100 pl de tampédn de tincion (BSA al 1 % en PBS) y se afadieron 5-10 ul de
anticuerpos conjugados con fluorocromo. Los anticuerpos eran Fc de IgG anti-humana marcada con ficoeritrina
(clon HP6017, Cat. N.° 409304, Biolegend) o IgG2a de raton marcada con ficoeritrina, control de isotipo k (Cat.
N.° 400214, Biolegend). Se incubaron durante >30 min a 4 °C en la oscuridad.

4. Se lavaron dos veces con 1 ml de tampon de lavado y se resuspendieron en 500 ul de tampén de lavado.

5. Se afiadieron 5 pl de solucidon de tincién de viabilidad celular (n.° 00-6993-50 eBioscience) que contenia 50
pg/ml de 7-amino-actinomicina D (7-AAD) para identificar las células muertas.

6. Las células se analizaron en un citémetro de flujo (Beckton Dickinson FACS II).

La Figura 4 muestra que habia una poblacién significativamente mayor de células que expresaban anticuerpos
cuando pD2-D1.3 se transfecta en presencia de TALEN dirigido por AAVS con un 86 % de resultados positivos en
comparacién con pD2-D1.3 solo con un 1,5 % de positivos.

La funcionalidad del anticuerpo anti-lisozima expresado en la superficie se determiné evaluando la unién al antigeno
marcado. La lisozima de huevo de gallina (Sigma: L6876) se marcé utilizando el sistema de conjugacién Lightning-
Link Rapid (Dylight 488, Innova Biosciences: 322-0010) de la siguiente manera:

1. Se afadieron 10 ul de reactivo LL-Rapid Modifier a 100 ul de lisozima (200 ug disueltos en 100 ul de PBS) y se
mezclaron suavemente.

2. Se afadi6 la mezcla a la mezcla Lightning-Link® Rapid y se resuspendié suavemente pipeteando hacia arriba
y hacia abajo.

3. Se incubé la mezcla durante 15-30 minutos en la oscuridad a temperatura ambiente.

4. Se afnadieron 10 ul de reactivo LL-Rapid Quencher a la reaccién y mezclaron suavemente.

5. Se almacen6 a 4 °C. La concentracion final de lisozima-Dy488 es de 1,6 ug/pl.

6. Se usaron 6 ul de lisozima-Dy488 (~10 ug) por tincion.

37



10

15

20

25

30

35

40

ES 2712632713

7. La tincion, el lavado y la citometria de flujo fueron como se ha descrito anteriormente.

El andlisis muestra que el 86 % de las células transfectadas con pD2-huD1.3 se unen a HEL marcado (segun lo
juzgado por la puerta M1) en comparacion con el 0,29 % de las células no transfectadas (Figura 5).

Ejemplo 4. Las nucleasas de sitio especifico (TALEN dirigidas por AAVS) mejoran la integracién del ADN donante

Las células transfectadas también se colocaron en placas y se seleccionaron con blasticidina para determinar el
numero de células en las que se activd la expresion del gen blasticidina sin promotor. 24 horas después de la
transfeccion, las células se colocaron en placas de 0,25 x 10° células/placa de petri de 10 cm (se trataron con cultivo
tisular) y se cultivaron en suero bovino fetal al 10 % (10270-106, Gibco) y aminoacido no esencial de medio esencial
minimo al 1 % (MEM_NEAA N.° 11140-035 Life Technologies). Se afiadieron 5 ug/ml de blasticidina después de 24
horas mas y el medio se cambi6é cada 2 dias. Después de 9 dias, las células que no recibieron el plasmido pD2
estaban todas muertas. Después de 12 dias, las placas se tifieron con azul de metileno al 2 % (en metanol al 50 %).
La densidad de colonias fue demasiado alta para una cuantificacién precisa, pero mostré6 un mayor nimero de
colonias resistentes a la blasticidina en presencia de TALEN AAVS, lo que sugiere una integracion dirigida en el
locus AAVS. Se introdujo una cantidad reducida de ADN para una cuantificacién mas precisa.

Las transfecciones se llevaron a cabo como se ha descrito anteriormente utilizando 50, 200 o 400 ng de PD2-
D1.3/10° células en presencia o ausencia de las TALEN AAVS (0,3 ug/ml de cada TALEN donde esté presente,
Tabla 1A). La entrada total de ADN se ajust6 a 1,2 ug de ADN por 10° células con el plasmido de control pcDNA3.0.
Después de 24 horas de transfeccion, se colocaron en placas 0,25 x 10° células en una placa de 10 cm y se
afiadieron 7,5 pg/ml de blasticidina después de 24 horas de la colocacion en placas. 10 dias después de la seleccién
con blasticidina, las colonias se tifien con azul de metileno al 2 % (en metanol al 50 %). Los resultados se muestran
en la Figura 6 y se resumen en la Tabla 1A. Esto muestra que la cotransfeccion de ADN que codifica TALEN
dirigidas por AAVS aumenta el numero de colonias resistentes a la blasticidina alcanzadas en aproximadamente 10
veces.

Se realizé una comparacion entre los pares TALEN "AAVS original" y "AAVS SBI" dirigidos al locus AAVS. La Tabla
1B muestra un aumento en el nimero de colonias resistentes a la blasticidina utilizando el par TALEN "AAVS SBI".

Tabla 1. Cuantificaciéon de colonias resistentes a blasticidina de la transfecciéon de pD2-D1.3

A
Plasmido enzimatico 235[531)'3 donante (ng/10° Con AAVS TALEN | Sin AAVS TALEN
AAVS original 50 319 32
AAVS original | 200 526 41
AAVS original 400 686 75
B.
Plasmido enzimtico 233[531)'3 donante (ng/10° Con AAVS TALEN S;"C@ﬁ‘t\ﬁ)TALEN (pcDNA3.0
AAVS original | 300 1420 11
AAVS original | 1000 1080 127
AAVS original | 3000 560 70
AAVS-SBI 300 2800 11
AAVS-SBI 1000 1630 127
AAVS-SBI 3000 870 70

Aqui se ha comparado el efecto de la adicion de nucleasas TALEN utilizando la expresion del anticuerpo de la
superficie celular (Ejemplo 3) o la activacion de un gen blasticidina sin promotor (Ejemplo 4). El beneficio de la
integracién dirigida por nucleasas es méas obvio cuando se mide la expresién de anticuerpos en comparacion con el
efecto sobre las colonias resistentes a la blasticidina. Una explicacion probable es que los niveles de expresion
requeridos para efectuar la supervivencia en presencia de blasticidina pueden ser significativamente menores que
los niveles de expresion requeridos para detectar la expresion de IgG2 en la superficie. Por lo tanto, la falta de
incorporacion/corte y empalme del gen blasticidina sin promotor podria conducir a un bajo nivel de expresion del gen
de resistencia a la blasticidina que causa un mayor trasfondo de colonias resistentes a la blasticidina en ausencia de
una expresion significativa de anticuerpos.
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Ejemplo 5. Determinacion de la precision de la integraciéon utilizando AAVS TALEN

Para investigar la precision de la integracion, se seleccionaron colonias del experimento del Ejemplo 4/Tabla 1A (de
placas duplicadas, sin tefiir), se us6 ADN expandido y genémico de estas células como plantilla en la PCR. Para la
preparacion del ADN genémico, las células se recolectaron y se resuspendieron en 700 pl de tampon de lisis (Tris.Cl
10 mM, pH = 8,0, EDTA 50 mM, NaCl 200 mM, SDS al 0,5 %, complementado con 0,5 mg/ml de proteinasa K
(agregado justo antes de la lisis). La resuspension celular en el tampoén de lisis se transfirio entonces a un tubo de
microcentrifuga y se mantuvo a 60 °C durante aproximadamente 18 horas. Al dia siguiente, se afiadieron 700 pl de
isopropanol al lisado para precipitar el ADN gendémico. El tubo de microcentrifuga se centrifugé a 13.000 rpm durante
20 minutos. Luego, el sedimento de ADN gendmico se lavo con etanol al 70 % y se centrifugd a 13.000 rpm durante
10 minutos mas. Después de girar, el sobrenadante se separdé cuidadosamente con cuidado de no tocar el
sedimento de ADN genémico. El sedimento de ADN gendmico se resuspendi6é entonces en 100 pl de tampén que
contenia Tris 10 mM (pH 8,0) y EDTA 1 mM y se mantuvo a 60 °C durante 30 minutos manteniendo la tapa abierta
para eliminar las trazas de etanol. A esta solucion de 100 pl, se le afiadi6 RNAsa A (concentracion final de 20 pg/ml),
y se incubé a 60 °C durante aproximadamente una hora. La concentracion de ADN genémico se midié utilizando un
espectrofotometro nanodrop (Nanodrop).

Para identificar la integracion correcta, se disefiaron cebadores de PCR que hibridan en el locus genémico de AAVS
mas alla de los brazos de homologia izquierdo y derecho. Estos se emparejaron con cebadores especificos de
insercién. En el extremo &' los cebadores eran:

AAVS-Left-arm-junction-PCR-Forw (9625) 5° CCGGAACTCTGCCCTCTAAC (SEQ ID NO: 74) BSD_Junction PCR-
rev (9626): 5' TAGCCACAGAATAGTCTTCGGAG (SEQ ID NO: 75)

Estos dan un producto de 1,1 kb donde se produce la integracion correcta. Los clones 8/9 que surgieron de la
integraciéon dirigida por AAVS dieron una banda del tamafo correcto (Figura 7a, b). 2 clones resistentes a la
blasticidina derivados sin TALEN no dieron un producto (Figura 11a) indicativo de integracion aleatoria. En el
extremo 3' los cebadores eran:

Donor_plasmid_seq_PDGFRTM-2 Forw 5 ACACGCAGGAGGCCATCGTGG (SEQ ID NO: 76) AAVS1_right
arm_junction_PCR_rev 5' TCCTGGGATACCCCGAAGAG (SEQ ID NO: 77)

Estos dan un producto de 1,5 kb con integracion correcta. Los clones 7/9 que surgieron de la integracién dirigida por
AAVS dieron una banda del tamario correcto. 2 clones resistentes a la blasticidina derivados sin TALEN no dieron un
producto (Figura 11b). Por lo tanto, la mayoria de las células resistentes a la blasticidina surgen de la correcta
integraciéon en el locus AAVS, mientras que las colonias resistentes a la blasticidina que surgen en ausencia de
TALEN no estan integradas correctamente.

Ejemplo 6. Construccién de una biblioteca de presentaciéon de scFv a partir de una poblacién seleccionada de la
presentacién de fagos y seleccién a través de la presentacién de mamiferos

Los anticuerpos solubles en formato scFv se han expresado previamente a partir del vector pBIOCAM5-3F, donde la
expresion es impulsada por el promotor de CMV y el vector proporciona un compariero de fusion C-terminal, que
consiste en Fc humano, His6 y 3xFLAG, al gen del anticuerpo [105, 126]. Esto se modifico para crear el vector
pBIOCAM5newNot donde el sitio Not1 se incrusté dentro de la region Fc del anticuerpo (como se muestra en la
Figura 8). Esto se us6 como punto de partida para crear el vector pD6 (Figura 8) para la expresion de fusiones scFv-
Fc atadas a la superficie celular. Los cebadores (2598 y 2619) se disefiaron para permitir la amplificacion del casete
de expresion del promotor de CMV-scFv-Fc de pBIOCAMSnewNot. El cebador 2598 hibrida aguas arriba del
promotor de CMV y coloca un sitio Pac1 (subrayado) al final.

2598: TTTTTTTTAATTAA GATTATTGACTAGTTATTAATAGTAATCAATTACGGGGTC (SEQ ID NO: 78)

El cebador 2619 se hibrida cerca del final del dominio Fc e introduce un sitio donante de corte y empalme y un sitio
Pme1 (subrayado) al comienzo del intrén.
2619: TTTTTTGTITTAAACTTACCTTGGATCCCTTGCCGGGGCTCAGGCTCAGGGAC (SEQ ID NO: 79)

El producto de PCR resultante es compatible con los sitios Pac1 y Pme1 de pD2 (Figura 3).

La digestién de pD2 con Pac1 y Pme1 elimina: el promotor de pEF-lider--cadena ligera-promotor de CMV-lider-
cadena pesada

Clonacion de las inserciones de producto de PCR Pac1/Pme1: promotor de CMV-lider-sitios Nco1/Not1-Fc humano.

La clonacion de esta manera posiciona el casete scFv-Fc de manera apropiada para el corte y el empalme del
dominio trans-membrana aguas abajo descrito previamente para la presentacion de 1gG en la superficie celular en
pD2. El vector final pD6 se muestra en la Figura 8, se muestra la secuencia de D6 de los sitios Nco1 a Pme1.

Las selecciones de presentacion de fagos se realizaron utilizando la biblioteca de presentacion de fagos de
McCafferty [7] utilizando beta-galactosidasa (Rockland, Cat. BO00-17) y CD229 (R y D Systems, Cat. 898-CD-050)
como antigenos. Los métodos de seleccion y subclonacion fueron esencialmente como se ha descrito anteriormente
[6, 7, 118, 127]. Los genes scFv de poblaciones que surgen de una o dos rondas de seleccion en beta-galactosidasa
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y dos rondas de seleccién en CD229 se recuperaron por PCR. Los cebadores M13Leadseq se hibridan dentro de la
secuencia lider bacteriana que precede al gen scFv y Notmycseq se hibrida en la etiqueta myc que sigue al gen
scFv en el vector de presentacién de fagos [127].

M13Leadseq (SEQ ID NO: 80)

AAATTATTATTC GCAATTCCTTTG GTT GTT CCT

Notmycseq (SEQ ID NO: 81)

GGC CCC ATT CAG ATC CTC TTC TGA GAT GAG

El producto de PCR se digirié6 con Nco1 y Not1, el inserto digerido se purificd en gel. El producto digerido se ligoé en
los sitios Nco1 y Not 1 del plasmido de expresion bacteriano pSANG10-3F y el anticuerpo se expreso6 y se cribo
como se describe [127]. Después de 2 rondas de seleccion en beta-galactosidasa y CD229, se encontré que 40/190
(21 %) y 35/190 (18 %) de los clones eran positivos por ELISA.

También se ligaron 550 ng de inserto de corte de Nco/Not en los sitios Nco1 y Not 1 de pD6 (2,4 ug) para crear una
construccion que expresa una fusién entre el scFv y la regiéon Fc de la IgG2 humana. El ADN ligado se transformé en
células NEB5alfa electro-competentes (New England Biolabs, Cat. C2989) que generaron un tamafo de biblioteca
de 2-3 x 107 clones para cada poblacion. EI ADN se prepar6é y se cotransfectd en 100 ml de células HEK293
cultivadas en medio Freestyle como se ha descrito anteriormente utilizando 0,3 ug de ADN donante (biblioteca pD6)
por 10° células. Las células se cotransfectaron con 0,5 ug de TALEN "AAVS-SBI" (pZT-AAVS1 L1 TALE-N y pZT-
AAVS1 R1 TALE, Cat. N.° GE601A-1 System Biosciences).

24 horas después de la transfeccion, el volumen del cultivo en masa se duplicé y 24 horas después se afadio
blasticidina (10 pg/ml). EI medio se refrescé cada 3-4 dias y después de 6 dias la concentracién de blasticidina se
aumento6 a 20 pg/ml.

Para determinar el tamafo de la biblioteca, se colocaron 20.000 células en una placa petri de 10 cm (tratadas con
cultivo tisular) 24 horas después de la transfeccién y se cultivaron en suero bovino fetal al 10 % (10270-106, Gibco)
y aminodcido no esencial de medio esencial minimo al 1 % (MEM_NEAA N.° 11140-035 Life Technologies). Se
afiadieron 10 pg/ml de blasticidina después de 24 horas mas y el medio se cambi6 cada 2 dias. Después de 8 dias,
las placas se tifieron con azul de metileno al 2 % (en metanol al 50 %). Los resultados se muestran en la Tabla 2.
Esto muestra que se obtuvieron bibliotecas de aproximadamente 3 x 10° clones (que representan el 3 % de las
células transfectadas) para las 3 poblaciones.

Tabla 2. Determinaciéon del tamafio de la biblioteca de scFv-Fc.

Muestra Sin colonias/20.000 células | Sin colonias/108 células | Tamario de la biblioteca
B-galactosidasa Rd1 | 546 27.300 2,7 x 108
B-gatactosidasa Rd2 | 654 32.700 3,2x108
CD229 Rd2 556 27.800 2,8x10°8

El protocolo para etiquetar y clasificar por flujo 10-20 x 10° células se muestra a continuacion. El analisis inicial se
realizo 13 dias después de la transfeccion con solo 10° células/muestra y con volimenes de incubacion reducidos
(volumenes de reactivo que son 1/10 de los mostrados).

La Figura 9 muestra que, 13 dias después de la transfeccion, al menos el 43-46 % de las células expresan la fusion
scFv-Fc en la superficie celular y esto puede detectarse utilizando anticuerpos anti-Fc marcados con FITC o
ficoeritrina. La uniéon de beta-galactosidasa biotinilada también se detecta dentro de esta poblacion utilizando
estreptavidina marcada con FITC o ficoeritrina. Usando estreptavidina-FITC, el 11,8 % y el 39 % de las células
fueron positivas tanto para la expresion de anticuerpos como para la union al antigeno utilizando bibliotecas
derivadas de poblaciones de salida que surgen de 1 o 2 rondas de seleccion de presentacion de fagos,
respectivamente. Para CD229 derivado de 2 rondas de presentacion de fagos, el 66 % de las células fueron
positivas para scFv-Fcy el 24 % de estas fueron positivas para la unién a CD229 (15 % de la poblacion total).

A los 20 dias después de la transfeccion, las células se marcaron de acuerdo con el protocolo a continuacion
(utilizando antigeno biotinilado/estreptavidina marcada con ficoeritrina y Fc anti-humano marcado con FITC).

1. Se cosecharon, se lavaron y se ajustaron las células en 15-20 x 108 células por muestra. Se centrifugaron las
células a 250 g durante 4', TA, se lavaron las células con 1 ml de PBS + BSA al 0,1 % (4 °C), las células se
redujeron a 250 g durante 4', TA, se resuspendieron en 1 ml de PBS + BSA al 1 %

2. Se anadio el antigeno biotinilado a una concentracion final de 100 nM y se incubé durante 30'a 4 °C

3. Las células se lavaron 2 veces con 1 ml de BSA al 0,1 % mediante centrifugacion a 1500 rpm durante 5
minutos

4. Se afhadieron:
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10 ul de estreptavidina marcada con FITC (1 pg/ml, Sigma Cat. S3762) y 20 ul de Fc anti humano marcado
con ficoeritrina (200 pg/ml, BioLegend Cat. 409304), o:

20 pl de estreptavidina marcada con ficoeritrina (200 ug/ml, Biolegend Cat 405203) y 20 ul de Fc antihumano
marcado con FITC (200 ug/ml, Biolegend Cat. 409310) PBS+BSA al 1 %, durante 15 a 4 °C en la oscuridad

5. Las células se lavaron 2 veces con 1 ml de BSA al 0,1 % mediante centrifugacién a 1500 rpm durante 5
minutos

6. Se resuspendieron en 500 ul de PBS enfriado con hielo + BSA al 1 %

7. Se anadieron 20 ul de 7AAD/vial para la tincion de viabilidad

Para la clasificacion, las células se clasificaron en funcién del tamafo de la célula, la granularidad, el ancho de pulso
y la viabilidad (a través de tincién con 7-AAD, dispersion directa y dispersion lateral. Los resultados se muestran en
la Figura 9c y f. En total se clasificaron 10 millones de células y se recogieron el 3,1 % y el 7 % de células
doblemente positivas para bibliotecas derivadas de poblaciones de salida que surgen de 2 rondas de seleccion de
CD229 (CD229 R2) y 1 ronda de seleccion de -galactosidasa (3-galR1) respectivamente.

Las células seleccionadas de las células derivadas de B-galR1 se cultivaron durante 20 dias mas y se volvieron a
analizar (Figura 9h). Esto muestra que la mayoria de las células ahora expresan scFv-Fc y se unen a B-
galactosidasa. Esta figura también muestra que la proporcion de células dobles positivas dentro de la poblacién no
seleccionada no ha disminuido 42 dias después de la transfeccion (Figura 9k).

El ADN genémico se preparo a partir de 150.000-10° células clasificadas. EI ADN genomico se prepar6 utilizando el
método descrito anteriormente o utilizando un kit de minipreparacion de ADN genémico de mamifero GenElute
(Sigma G1N10).

Los genes scFv se amplificaron por PCR a partir del ADN gendmico utilizando los siguientes cebadores:

2623 (SEQ ID NO: 82)
TAAAGTAGGCGGTCTTGAGACG
2624 (SEQ ID NO: 83)
GAAGGTGCTGTTGAACTGTTCC

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo utilizando polimerasa Phusion (NEB Cat. M0532S) en un tampon del
fabricante que contenia 0,3 uM de cada cebador y el 3 % de DMSO. Se usaron 100-1000 ng de ADN gendmico
como plantilla en una reaccién de 50 ul. Se llevaron a cabo 30 ciclos a 98 °C durante 10 s, 55 °C durante 25 s, 72 °C
durante 45 s. Esto dio un producto de 1,4 kB que se digiri6 con Nco1 y Not1. Se gener6 una banda de
aproximadamente 750-800 pb y se purificé en gel antes de la clonacion en pSANG10. El ADN ligado se transformo6
en células BL21 (células competentes Edge Bio Ultra BL21 (DE3), Cat. 45363). De esta manera, los fragmentos
scFv derivados de la poblacion clasificada pueden expresarse en bacterias como se ha descrito anteriormente [7,
127].

Como alternativa al aislamiento del gen del anticuerpo y la expresidbn en una combinacién alternativa de
vector/hospedador, es posible derivar el anticuerpo secretado directamente de las células seleccionadas tras la
clonacion de una sola célula o utilizando una poblacién clasificada para generar una mezcla de anticuerpos
policlonales. Para ilustrar este cultivo, el sobrenadante se tomé de células clasificadas (de células BgalR1) después
de 7 dias en cultivo. Se demostré que esto era positivo en ELISA utilizando placas recubiertas con Bgalactosidasa
(véanse el Ejemplo 13 y Figura 19b).

Ejemplo 7. Construccién y seleccién de una biblioteca de presentacion de 1gG de una poblacién seleccionada de la
presentacién de fagos

Los fragmentos de ADN que codifican scFv, que representan los resultados de presentacion de fagos de las rondas
1y 2 de las selecciones contra 3-galactosidasa y CD229, se generaron como se describe en el Ejemplo 6. Las
poblaciones scFv se convirtieron en el formato IgG de acuerdo con el Ejemplo 14 y se detallan en el siguiente
método.

Un inserto de ADN que codifica el dominio constante (CL) de la cadena ligera kappa humana, la secuencia de
poliadenilacion (pA), el promotor de CMV vy el péptido sefial de la cadena V4 murina (que se representan entre los
sitios Not1 y Nco1 de pD2 que se muestran en la Figura 21b) se amplifico por PCR a partir del plasmido pD2 con los
cebadores 2595 (GAGGGCTCTGGCAGCTAGC) (SEQ ID NO: 84) y 2597 (TCGAGACTGTGACGAGGCTG) (SEQ
ID NO: 85). Las reacciones de PCR se llevaron a cabo utilizando la polimerasa de inicio en caliente KOD (Novagen
Cat. 71086-4) en un tampo6n del fabricante que contenia 0,25 uyM de cada cebador. Se usaron 10 ng de ADN
plasmidico pD2 como plantilla en una reaccion de 50 ul. Se realizaron 25 ciclos a 98 °C durante 10 s, 55 °C durante
25 s, 72 °C durante 40 s. Esto dio un producto de 1,8 kB que se digiri6 con Nco1 y Not1 y se purific en gel (Figura
20a representada como inserto de CL-pA-CMV-SigP en la Figura 21b).
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Los fragmentos de ADN que codifican scFv, que representan los resultados de presentacion de fagos de las rondas
1y 2 de las selecciones contra B-gatactosidasa y CD229, se generaron como se describe en el Ejemplo 6. La Figura
20b muestra poblaciones de scFv seleccionadas contra -galactosidasa y CD229 separadas por electroforesis en
gel de agarosa al 1 %.

Las ligaduras entre el inserto de scFv y el inserto de C.-pA-CMV-SigP se realizaron incubando el inserto de scFv
digerido con Ncol/Notl (1 pg) con el inserto de CL-pA-CMV-SigP digerido con Ncol/Notl (1 pg) con ADN ligasa T4
(1,5 ul, Roche, 10-481-220-001) en un tampo6n del fabricante en un volumen total de 40 ul para formar el "mini-
circulo" representado en la Figura 21c. Las ligaduras se incubaron a 16 °C durante 16 horas, se purificaron mediante
columna de centrifugacion, se digirieron con Nhel y Xhol y el producto de 2,6 kb (representado en la Figura 21d) se
purificé por separacion electroforética en gel de agarosa al 1 % (Figura 20c).

El inserto de ADN representado en la Figura 21d que codifica VL-CL-pA-CMV-SigP-Vh (0,5 pug) se ligd con Nhel/Xhol
digerido, se purificé en gel el vector pD2 (0,7 ug) (Figura 21e) con ADN ligasa T4 (1,5 ul, Roche, 10-481-220-001) en
un tampon del fabricante en un volumen total de 40 pl para producir el vector de direccionamiento representado en la
Figura 21f. Esto codifica poblaciones de anticuerpos formateados como IgG, que se originan a partir de selecciones
de presentacién de fagos de anticuerpos de primera o segunda ronda con respecto a 3-galactosidasa o CD229. Las
ligaduras se incubaron a 16 °C durante 16 horas, se purificaron mediante columna de centrifugaciéon y se eluyeron
con agua de calidad HPLC.

El ADN ligado se transformé en células NEB5alfa electro-competentes (New England Biolabs, Cat. C2989) que
generaron un tamario de biblioteca de 1-4 x 10° clones para cada poblacion. El ADN se preparé y se cotransfecto en
100 ml de células HEK293 cultivadas en medio Freestyle como se ha descrito anteriormente utilizando 0,3 ug de
ADN donante (biblioteca pD6) por 10° células. Las células se cotransfectaron con 0,5 yg de TALEN "AAVS-SBI"
(pZT-AAVS1 L1 TALE-N y pZT-AAVS1 R1 TALE, Cat. N.° GE601A-1 System Biosciences).

24 horas después de la transfeccion, el volumen del cultivo en masa se duplicé y 24 horas después se afadio
blasticidina (10 pg/ml). EI medio se refrescé cada 3-4 dias y después de 6 dias la concentracién de blasticidina se
aumenté a 20 pg/ml.

Para determinar el tamafio de la biblioteca, se colocaron 250.000 células en una placa petri de 10 cm (tratadas con
cultivo tisular) 24 horas después de la transfeccion y se cultivaron en suero bovino fetal al 10 % (10270-106, Gibco)
y aminoacido no esencial de medio esencial minimo al 1 % (MEM_NEAA N.° 11140-035 Life Technologies). Se
afadieron 10 ug/ml de blasticidina después de 24 horas mas y el medio se cambi6 cada 2 dias. Después de 8 dias,
las placas se tifieron con azul de metileno al 2 % (en metanol al 50 %). Los resultados se muestran en la Tabla 3.
Esto muestra que se obtuvieron bibliotecas de entre 5 x 10% y 9 x 10° clones (que representan del 0,5 % al 0,9 % de
las células transfectadas) para las 3 poblaciones.

Tabla 3. Determinacion del tamario de las bibliotecas de presentacién de mamiferos formateadas como IgG.

Muestra N,.° de colonias/0,25 x 10° N,.° de colonias/108 Tamano de la biblioteca
células células (x10%)

B-galactosidasa Rd1 1337 5348 53

B-galactosidasa Rd2 1972 7888 7.9

CD229 Rd2 2175 8700 8,7

La mayor parte de la poblacion de células transfectadas con los resultados de las rondas 1 o 2 de seleccién en (-
galactosidasa se seleccion6 en medio que contenia blasticidina como se ha descrito anteriormente. Después de 19
dias, se marcaron 10-20 x 10° células y se realiz6 la clasificacion de flujo como se describe en el Ejemplo 6. Las
células clasificadas se cultivaron durante 17 dias y se volvieron a analizar mediante citometria de flujo (Figura 10).
Esto mostré que la mayoria de las células eran ahora doblemente positivas para la expresion de 1gG y la unién a -
galactosidasa.

El ADN gendmico se prepar6 a partir de las células clasificadas y el ADN que codificaba el inserto de IgG se aislo
mediante PCR. El inserto que codificaba IgG se amplificd utilizando polimerasa KOD (Merck, cat. n.° 71086-3), con
una temperatura de hibridacion de 60 °C y empleando 30 ciclos. ElI tampén proporcionado por el fabricante con
DMSO al 5 % se us6 con 0,3 uM de los cebadores 2597 (SEQ ID NO: 54) y 2598 (SEQ ID NO: 47). El producto del
tamafo deseado se purifico en gel. El producto purificado en gel se usé luego para la PCR anidada utilizando KOD
polimerasa (Merck, cat. n.° 71086-3) en un tampon del fabricante con DMSO al 5 % usando 0,3 uM de cebador 2625
(SEQ ID NO: 55) en combinacion con el cebador 1999 (SEQ ID NO: 56) (para la muestra R1), 0 2595 (SEQ ID NO:
53) (para 4R1 y 5R1), usando una temperatura de hibridacién de 60 °C empleando 30 ciclos. Estos productos de
PCR anidados se purificaron en gel y se sometieron a doble digestion con Nhel-HF (NEB, Cat. n.° R3131S) y Xhol
(NEB, cat. N.° R0146S) para ligarlos con pINT3 de doble digestién similar (Figura 1) para la expresion de
aglutinantes solubles formateados como IgG. Las secuencias de cebador son:
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2597: AGGGGTTTTATGCGATGGAGTT (SEQ ID NO: 85)

2598: GTTACAGGTGTAGGTCTGGGTG (SEQ ID NO: 78)

2625: CCTTGGTGCTGGCACTCGA (SEQ ID NO: 86)

1999: AAAAAGCAGGCTACCATGAGGGCCTGGATCTTCTTTCTCC (SEQ ID NO: 87)
2595: GAGGGCTCTGGCAGCTAGC (SEQ ID NO: 84)

Ejemplo 8. Construccién y seleccién de una biblioteca de scFv sin tratar

Schofield et al. [7] describen la construccion de una biblioteca de presentaciéon de fagos (biblioteca de McCafferty")
en la que los genes de anticuerpos de los linfocitos B de varios donantes humanos se clonaron primero en una
"biblioteca intermedia" antes de volver a clonarse en la biblioteca de presentaciéon de fagos funcional final. Esta
misma biblioteca intermedia y la misma metodologia se usaron para generar una nueva biblioteca (biblioteca
IONTAS) de 4 x 10" clones. EI ADN plasmidico se prepar6 a partir de esta biblioteca con el fin de garantizar una
representacion suficiente de la biblioteca dentro de la inoculacion bacteriana. Se establecieron varias reacciones de
PCR utilizando un total de 2 ug de plantilla de ADN. El producto de PCR se digiri6 con Nco1 y Not 1, se purifico en
gel y se ligdb como se describe en el Ejemplo 6. Se ligaron 9,3 ug de pD6 y 0,93 ug de inserto de PCR durante una
noche, la reaccion de ligadura se limpié6 mediante la extraccion con fenol cloroformo y el ADN se someti6 a
electroporacion en células DH5 alfa como se ha descrito anteriormente [7]. Como resultado, se cred una biblioteca
de 2,4 x 108 clones dentro del vector de presentacion de scFv-Fc. EI ADN se prepar6 a partir de esta "biblioteca sin
tratar" clonada en pD6 y transfectada en 1 litro de células HEK293F (Life Technologies) cultivadas en medio
Freestyle (como se ha descrito anteriormente). 0,3 ug de ADN de la biblioteca pD6, 0,5 ug de cada par TALEN
"AAVS-SBI". 24 horas después de la transfeccion, el volumen de cultivo se duplicé y 48 horas después de la
transfeccion, la selecciéon con blasticidina se inici6 como se ha descrito anteriormente. El tamafio de la biblioteca se
determin6é colocando alicuotas del cultivo en placas 24 horas después de la transformacién y seleccionando
blasticidina como se ha descrito anteriormente. Se cre6 una biblioteca de 0,9 x 107 clones.

Se biotinilaron varios antigenos usando el kit EZ-Link Sulfo-NHS-LC-Biotin (Pierce Cat. N.° 21327) de acuerdo con
las instrucciones del fabricante. Los antigenos fueron tiroglobulina bovina (Calbiochem Cat. 609310), quimera CD28-
Fc humana (R y D Systems, Cat. 342-CD-200) y quimera EphB4-Fc de ratén (R y D Systems, Cat. 446-B4-200).
También se uso -galactosidasa biotinilada (Rockland Cat. BO00-17).

Las células transfectadas se seleccionaron en blasticidina en cultivo liquido como se ha descrito anteriormente
durante 17 dias. Las células se recogieron, se lavaron y se ajustaron a 15-20 x 10° células por muestra. Las células
se prepararon como se describe y el antigeno biotinilado se afiadié a una concentraciéon de 500 nM. El etiquetado y
la clasificacién de flujo a como se ha descrito anteriormente. Usando células de control incubadas solo con el
anticuerpo anti-Fc marcado con ficoeritrina, se cred una "puerta" que incluia el 0,05 % de estas células. Usando la
misma puerta para las células marcadas, se incluyeron entre el 0,28 - 0,51 % de las células (Figura 11). Estas se
recogieron y se cultivaron para permitir rondas adicionales de clasificacion y amplificacion de genes scFv de la
biblioteca sin tratar.

Ejemplo 9. Creacién de una linea celular con "sitios de aterrizaje" multiples para comparar los enfoques dirigidos por
nucleasas y recombinasas para la integracién genémica

Para permitir la comparacion de métodos de integracion basados en escisiébn genémica o integracién mediada por
recombinasa, se construyd un vector de direccionamiento dirigido por AAVS (pD4) que introduce un intrén con
multiples "sitios de aterrizaje" (Ejemplo 3). Estos incluyen un sitio de FRT reconocido por la recombinasa Flp y un par
de sitios 10x2272/loxP reconocidos por la recombinasa Cre. Para permitir la escision dirigida, pD4 también incluye
una secuencia de GFP para la cual se ha disefiado un par TALEN [128] y un sitio de meganucleasa I-Sce 1 para
permitir la integracion dirigida por endonucleasas. Se construy6 un plasmido donante entrante compatible (pD5) con
sitios de reconocimiento apropiados, de modo que la integracién dirigida por nucleasas o recombinasas provoca la
activacion de un gen blasticidina sin promotor y la integracion de un casete de expresién de anticuerpos.

La organizacién del plasmido y la secuencia de pD4 se muestran en la Figura 12b. Primero se creé un plasmido pD3
intermedio que incluia un gen de GFP bajo el control del promotor de CMV seguido de una fusion del gen
puromicina/timidina quinasa bajo el control del promotor de PGK (Figura 12a). Esto se cre6 al digerir pPBIOCAM1-
newNot con Sac1 (en el extremo del promotor de CMV) y BstB1 (entre el gen Neo y el sitio poli A, Figura 1a). Esto
eliminé el casete de expresién de neomicina y permitié el reemplazo con un inserto sintético que incluia un gen de
proteina verde fluorescente mejorada (EGFP) bajo el control del promotor de CMV. Esta construccion GFP se
fusiono en el extremo C a los restos 422-461 de una secuencia PEST de ornitina descarboxilasa de ratén mutada.
Esta secuencia PEST se incorpora en el plasmido pZsGreen1-DR (Clontech) y se ha demostrado que reduce la
semivida de la GFP fusionada a 1 hora. Un casete que codifica un promotor de PGK, una fusion del gen
puromicina/timidina quinasa (Puro deltaTK) y un casete de poliA se escindié del plasmido pFLEXIBLE [129] usando
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Xmn1y Fse1y se clon6 en los sitios Sma1 y Fse1 presentes en el inserto sintético original. El plasmido resultante
(llamado pD3) codifica un gen GFP impulsado por CMV y un gen de resistencia a la puromicina impulsado por un
promotor de PGK.

Para crear el vector de direccionamiento final pD4, se elimind el promotor de CMV y se insertaron los brazos de
homologia de AAVS. Una seccién de 850 pb del locus AAVS se amplifico por PCR para crear un brazo de
homologia izquierdo AAVS flanqueado por un EcoR1 en el extremo 5' y un Mre1 en el extremo 3'. Esto se clon6 en
el sitio ECoR1/Mre1 de pD3, eliminando de este modo el promotor de CMV. También se incorporé un sitio Nsi1 en el
extremo 3' de este brazo de homologia izquierdo AAVS. Los sitios Mre1 y Nsi1 vecinos se utilizaron para introducir
un fragmento sintético que fusionaba un intrén con el gen EGFP como se muestra en la Figura 13. El intrén sintético
que precede al gen EGFP incorpora:

un sitio de reconocimiento de FRT para la recombinasa Flp
un sitio de recombinacion lox 2272

un sitio de meganucleasa I-Sce1

un sitio de reconocimiento GFP TALEN

una secuencia de estancamiento ribosémico T2A [130]

El brazo de homologia derecho AAVS se generé mediante PCR para crear sitios Hpa1 y BstZ171 en los extremos 5'
y 3'. Este fragmento se cloné en los sitios Hpa1 y BstZ171 de pD3. El plasmido pD4 resultante codifica un casete de
resistencia a la puromicina ("Puro deltaTK") y se puede usar para introducir un "sitio de aterrizaje" en el locus AAVS
que incorpora diversos sitios de nucleasa y recombinasa para comparacién. La secuencia de pD4 se muestra en la
Figura 13 (SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6 y SEQ ID NO: 7). Los brazos de direccionamiento izquierdo y derecho
AAVS se muestran en detalle en la Figura 3y, por lo tanto, se abrevian en la Figura 13.

El intron introducido en pD4 contiene sitios de reconocimiento TALEN originados en GFP [128]. El par TALEN
dirigido por eGFP (eGFP-TALEN-18-izquierdo y eGFP-TALEN-18-derecho) reconoce la secuencia que se muestra a
continuacién (todas las secuencias y los cebadores se presentan en una direccion de 5' a 3') donde las mayusculas
representan el sitio de reconocimiento de TALEN izquierdas y derechas y las minusculas muestran la secuencia de
espaciador. La TALEN derecha reconoce el complemento de la secuencia mostrada. El primer par de bases es
equivalente a la posicion menos 16 de la secuencia en relacion con la secuencia ATG iniciadora de GFP (se muestra
subrayada en el espaciador).

TCCACCGGTCGCCAccatggtgagcaagggCGAGGAGCTGTTCA (SEQ ID NO: 88)

El plasmido pD4 también incorpora un sitio de meganucleasa I-Sce1 y un sitio de FRT reconocido por la
recombinasa Flp. Finalmente, pD4 incorpora lox 2272 y loxP (que son mutuamente incompatibles) que flanquean los
casetes de expresion de GFP y puromicina. La incorporacion de estos mismos 2 sitios loxP que flanquean el
plasmido donante (pD5 a continuacién) brinda la oportunidad de sustituir el casete integrado (incluido el casete PGK
puro delta TK) reemplazandolo con un casete entrante que impulsa la expresion de blasticidina y anticuerpos a
través del intercambio de casete mediado por recombinasa.

Creacion de una linea celular por transfeccion de pD4.

Las células HEK293F se resuspendieron a 10° células/ml y se afiadi6 ADN:polietilenimina (PolyPlus) a una relacién
de 1:2 (p/p). Las células se transfectaron con 0,6 pg/ml de pD4 y se cotransfectaron con el par TALEN "AAVS
original" o pcDNA3.0 como control (0,6 pg/ml). pD3 que expresa EGFP del promotor de CMV se incluy6 en el
experimento como control de transfeccion y mostré un 35 % de eficacia de transfeccion. Después de 24 horas, las
células se colocaron en placas de 0,5 x 10° células/placa de petri de 10 cm (se trataron con cultivo tisular) y se
cultivaron en suero bovino fetal al 10 % (10270-106, Gibco) y aminoacido no esencial de medio esencial minimo al 1
% (MEM_NEAA N.° 11140-035 Life Technologies). Se afadieron 5 ug/ml de puromicina después de 24 horas mas y
el medio se cambio cada 2 dias. Después de 5 dias, las células no transfectadas o las células transfectadas con pD3
solo estaban muertas. Después de 12 dias, hubo aproximadamente 200 colonias en células transfectadas con pD4
solamente y aproximadamente 400 colonias en células transfectadas con pD4 y el par AAVS TALEN.

La poblacion resistente a la puromicina que surge de la transfeccion con pD4 y el par AAVS TALEN se analiz6 para
su correcta integracion. Ademas, se seleccioné una unica colonia de esta poblacion (clon 6F) y se comparé con una
colonia de la poblacién resistente a la puromicina derivada de la transfeccion de pD4 en ausencia del par AAVS
TALEN. Para identificar la integracion correcta, se disefiaron cebadores de PCR que hibridan en el locus gendémico
de AAVS mas alla de los brazos de homologia izquierdo y derecho. Estos se emparejaron con cebadores
especificos de insercién. En el extremo 5' los cebadores eran:

AAVS1_HA-L_Nested_Forw1 GTGCCCTTGCTGTGCCGCCGGAACTCTGCCCTC (SEQ ID NO: 89)

EGFP_Synthetic_gene_Rev_Assembly TTCACGTCGCCGTCCAGCTCGAC (SEQ ID NO: 90)

Purotk_seq_fow2 TCCATACCGACGATCTGCGAC (SEQ ID NO: 91)
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AAVS1_Right_arm_Junction_PCR_Rev TCCTGGGATACCCCGAAGAG (SEQ ID NO: 77)

La figura 14 muestra que el clon 6F y la poblacién son correctos en los extremos izquierdo y derecho, pero el clon
seleccionado de la poblacion no dirigida por AAVS es negativo. Por lo tanto, el analisis de PCR indica que la
precisiéon de la integracion del casete donante es mayor cuando esta dirigida por la escision de AAVS TALEN del
ADN gendémico.

pD4 introduce un gen GFP en marco, sin promotor, sin promotor impulsado por el promotor de AAVS. La citometria
de flujo de la poblacion resistente a puromicina mostré una ausencia de expresién de GFP. Este fallo en la expresién
podria deberse a la combinacién de una semivida corta (del elemento de secuencia PEST de ornitina descarboxilasa
murina) combinada con una expresion reducida derivada del uso del promotor de T2A. De hecho, se encontr6 que la
adicion del elemento T2A frente a un elemento de blasticidina sin promotor (como se describe para pD2) redujo el
namero de colonias resistentes a la blasticidina en 4 veces. A pesar de la ausencia de expresion de GFP, la
integracion de multiples sitios de aterrizaje todavia ofrece una oportunidad para la comparacién de la integracion
genodmica dirigida por recombinasas frente a dirigida por la division de ADN.

Ejemplo 10. Construccion de un vector para insertar un casete de anticuerpo (pD5) en el sitio de "aterrizaje multiple"

Después de la introduccion del intrén de "sitio de aterrizaje mdltiple" en el locus AAVS, es posible introducir un
casete de anticuerpo a través de medios dirigidos por nucleasas o dirigidos por recombinasas. Para hacer esto, se
cred un plasmido pD5 donante donde el casete de expresion esta flanqueado por los brazos de homologia izquierdo
y derecho que son equivalentes a las secuencias que flanquean el sitio de escision de GFP TALEN introducido en
pD4. pD5 no incorpora un sitio de reconocimiento de GFP TALEN intacto y la integracién se impulsa por
recombinacién homologa. La integracion dirigida por la homologia del plasmido donante conducira a la introduccion
de un gen blasticidina que carece de un promotor, pero esta precedido por un sitio aceptor de corte y empalme que
crea una fusién en marco con el exén aguas arriba del locus AAVS como se ha descrito anteriormente. La
integracion en el locus AAVS causara la expresion del gen blasticidina sin promotor. El casete insertado también
codifica cadenas pesadas y ligeras de anticuerpos con formato IgG bajo el control de los promotores de pEF y CMV,
respectivamente, como se ha descrito anteriormente. pD5 incorpora un sitio de meganucleasa I-Sce1 que puede
conducir a la escision del donante entrante que brinda una oportunidad para NHEJ (véase el Ejemplo 12). También
se incorpora un sitio FRT en el plasmido donante pD5 que permite la incorporacién dirigida por recombinasas del
gen blasticidina sin promotor y los casetes de expresion de anticuerpos en el mismo locus. Como se ha analizado
anteriormente, la recombinasa Cre actuara en los sitios loxP en el ADN donante y gendmico para dirigir el
intercambio de casetes mediado por recombinasas.

La secuencia de pD5 se muestra en la Figura 15. La secuencia en el extremo 5' del sitio GFP TALEN es del locus
AAVS. Se gener6 una seccion de 267 pb del locus AAVS aguas arriba del sitio de escision de TALEN por PCR. Se
utilizaron cebadores que crearon un sitio ECoR1 y un sitio Mfe 1 en los extremos 5'y 3' y el producto se clon6 en el
sitio ECoR1 de pD1-D1.3. El sitio EcoR1 se crea de nuevo en el extremo 5'. Durante la clonacién del brazo de
homologia izquierdo, también se insertaron Nsi1 y Pac1 en el extremo 3'. Un ensamblaje de PCR cre6 un brazo de
homologia derecho, que incorporaba aproximadamente 700 pb equivalentes a la secuencia 3' de GFP TALEN. Los
cebadores de PCR introducen los sitios BstZ171 en 5' y en el extremo 3' del fragmento ensamblado y esto se cloné
en el sitio BstZ171 de pD1-D1.3. Los cebadores de PCR también introdujeron un sitio Hpa1 en el extremo 5'.

Se cre6 un fragmento de PCR que incluia el intrén (que incorpora sitios de reconocimiento para GFP TALEN,
endonucleasa I-Sce1, recombinasa Flp y recombinasa Cre), una regién de aceptor de corte y empalme, un gen de
resistencia a la blasticidina y un sitio poli A (descrito anteriormente) con el sitio Nsi1 en el extremo &' y un sitio Pac1
en el extremo 3'. Esto se cloné en el sitio Nsi1 y Pac1 del plasmido descrito anteriormente para crear pD5-D1.3
(secuencia mostrada en la Figura 15 y estructura plasmidica mostrada en la Figura 18a).

Ejemplo 11 Comparacioén de la integracion dirigida por nucleasas y dirigida por Flp de un casete de expresion de
anticuerpos

El sistema Flp-In que se ha utilizado previamente para la integracion de casetes de expresion de anticuerpos
mediada por recombinasa [18] utiliza una recombinasa Flp mutante (en el plasmido pOG44) que posee solo el 10 %
de la actividad a 37 °C de la recombinasa Flp nativa [19]. Se ha identificado una variante de la recombinasa Flp
(Flpe) con mejor termoestabilidad y actividad a 37 °C que la de tipo silvestre [19, 20]. Esto se mejord aun mas
mediante la optimizacidon por codon para crear Flpo [131] codificado dentro del plasmido cCAGGS-Flpo
(Genebridges Cat. A203). Se comparo¢ el efecto de ambas variantes de la recombinasa Flp (codificada en pOG44 y
cCAGGS-FIpo). La recombinacion dirigida por la recombinasa Cre también se examind mediante la cotransfeccion
de células con un plasmido que codifica la recombinasa Cre [132] (pCAGGS-Cre, Genebridges Cat. A204). En cada
vector, la recombinasa se expresa bajo el control del promotor de la B-actina de pollo y un potenciador temprano
inmediato de CMV. Se utiliza una secuencia de localizacion nuclear T de SV40 grande para la localizaciéon nuclear
[20]. En los vectores originales (cCCAGGS-Flpo y pCAGGS-Cre), la expresion de recombinasa se vinculé a un gen de
resistencia a la puromicina mediante un sitio de entrada ribosomal interno (IRES) que se eliminé utilizando técnicas
estandar de biologia molecular.
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Se llevd a cabo un experimento para comparar las eficiencias de la integracion dirigida a la escision genémica frente
a la integracion dirigida por recombinasas de un casete de anticuerpos. El resultado se evalué de 2 maneras:

1. Medicién del numero de colonias resistentes a blasticidina que surgen de la integracion de un gen blasticidina
sin promotor
2. Evaluacion del grado de expresion de anticuerpos alcanzado por los diferentes enfoques.

Como se describe en el Ejemplo 9, los sitios de reconocimiento para la recombinasa Cre (Iox2272 y loxP) y la
recombinasa Flp (FRT) se integraron previamente en el locus AAVS dentro del clon 6F. Ademas, los sitios de
reconocimiento para un par de GFP TALEN y para la meganucleasa I-Sce1 también estan presentes dentro del
mismo intrén. El plasmido donante pD5-D1.3 transporta los mismos sitios de reconocimiento (aparte de GFP TALEN)
dentro de un intrén aguas arriba de un gen blasticidina sin promotor. La correcta integracién conducira a la
activaciéon del gen blasticidina. pD5-D1.3 también codifica un gen de anticuerpo D1.3 con formato IgG que se
expresara en la superficie celular.

La cotransfeccion de pD5-D1.3 con pOG44 o pCAGGS-FIpo (que codifica 2 variantes de la recombinasa Flp)
deberia dar como resultado la integracion del plasmido pD5 completo en el sitio FRT del clon 6F. El plasmido
donante pD5-D1.3 también tiene un sitio 10x2272 dentro del intrén sintético aguas arriba del gen blasticidina y un
sitio loxP en el extremo del casete de expresion de anticuerpo. Bajo la accidon de la recombinasa Cre expresada a
partir de pCAGGS-Cre, el intercambio de casetes mediado por la recombinasa deberia dar como resultado la
integracién de los casetes de expresion de blasticidina y anticuerpo en los sitios l0x2722 y loxP dentro del clon 6F.

La eficiencia de la integraciéon de vectores utilizando enfoques dirigidos por recombinasa con enfoques dirigidos por
escisién genoémica se compar6 utilizando un par TALEN (eGFP-TALEN-18-izquierdo y eGFP-TALEN-18-derecho)
dirigidas hacia una secuencia de GFP (Reyon ef al., 2012). En el caso de las GFP TALEN, el elemento entre los
brazos de homologia izquierdo y derecho se integrara después de la escisién genémica por parte de las TALEN.

Para permitir la comparaciéon con la meganucleasa [-Sce1, se construyé un gen de optimizado por codones que
codificaba I-Sce1 (Figura 16). Este gen tiene una etiqueta de epitopo HA terminal N/sefial de localizacion nuclear
SV40 (NLS) en el extremo N y esta flanqueado por los sitios Nco1 y Xba1 en los extremos 5'y 3'. El gen se clon6 en
el vector pSF-CMV-F1-Pac1 (Oxford Genetics OG111) donde la expresion se impulsa desde el promotor de CMV.

Las transfecciones se llevaron a cabo utilizando el clon 6F con un "sitio de aterrizaje multiple" correctamente
integrado. Las células se suspendieron a 108/ml y se transfectaron con 50 ng de plasmido donante pD5-D1.3/células
108 junto con plasmidos que codifican enzimas (Tabla 4A).

Después de 24 horas, las células se colocaron en placas de 0,5 x 10° células/placa de petri de 10 cm (se trataron
con cultivo tisular) y se cultivaron en suero bovino fetal al 10 % (10270-106, Gibco) y aminoacido no esencial de
medio esencial minimo al 1 % (MEM_NEAA N.° 11140-035 Life Technologies). Se afiadieron 5 ug/ml de blasticidina
después de 24 horas mas y el medio se cambié cada 2 dias. Después de 12 dias, las placas se tifieron con azul de
metileno al 2 % (en metanol al 50 %) y se conté el numero de colonias. En una comparacion directa entre la
recombinasa Flp, la recombinasa Cre y TALEN, el mayor nimero de colonias se obtuvo mediante el uso de GFP
TALEN, donde hubo un aumento de 9 veces en comparacién con "solo donante" (Tabla 4A). También parece que el
uso del gen Flpo optimizado en realidad dio como resultado una reduccién del numero de colonias resistentes a la
blasticidina en comparacién con el control "solo donante", probablemente a través de la toxicidad de la recombinasa
Flp de actividad mejorada. También hubo un aumento en el numero de colonias usando pCAGGS-Cre en
comparacioén con el control del donante solamente.

Se realiz6 un segundo experimento comparando GFP TALEN tanto con Flp mejorada (de cCAGGS- Flpo), asi como
la enzima Flp de baja actividad codificada en pOG44 a partir del sistema Flp-In (como se usa por Zhou et al. [17, 18,
US7.884.054]. Se compararon con GFP TALEN y Cre recombinasa (Tabla 4B). Las células se transfectaron con las
cantidades de ADN mostradas por millon de células. Se colocaron en placas 0,25 x 108 células y se determiné el
nuamero de colonias resistentes a blasticidina como se ha descrito anteriormente. Las células también se
seleccionaron para la resistencia a la blasticidina en cultivo liquido durante 30 dias antes de determinar la proporcién
de células que expresaban IgG de superficie (como se ha descrito anteriormente). La Tabla 4B muestra que TALEN
fue superior a los otros enfoques en términos de nuimero de colonias resistentes. Nuevamente, el uso de Flp
optimizado en cCAGGS - Flpo en realidad causé una reduccién en el nimero de colonias resistentes a la blasticidina
en comparacion con los controles "solo donantes". La recombinasa Cre condujo de nuevo a un aumento en el
recuento de colonias de blasticidina en comparacion con el control, mientras que el gen Flp dentro de pOG44 mostro
solo un aumento marginal en comparacion con el control.
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Tabla 4. Comparacion de los enfoques de integracion dirigidos por nucleasas TALE y dirigidos por recombinasas.
A

Plasmido . pD5-D1.3 donante (ng/10° | Colonias resistentes a blasticidina
S Cantidad . ) 5

enzimatico células) (colonias/10° células)

Par GFP TALEN 85;75 Mg cada | 5, 152 (304)

pCAGGS-Flpo 1,15 pg 50 1(2)

pCAGGS-Cre 1,15 ug 50 57 (114)

control

(pCDNA3.0) 1,15 ug 50 17 (34)

B.

Muestra 2 ug | pD5-D1.3 Colonias de Cplonlas dg blast|C|d|n'a por Porcentaje positivo en

cada vez por | Donante blasticidina células 10° (porcentaje de 1 fluio

106 células pg/108 células resistencia a blasticidina) )

Par GFP TALEN | 0,6 270 1080 (1,1 %) 95,6

cCAGGS-Flpo 0,6 35 140 (0,14 % Muy pocas células

pOG44 0,6 96 384 (0,38 %) 6,4

pCAGGS-Cre 0,6 180 720 (0,72 %) 4

Control o

(PCDNA3.0) 0,6 81 324 (0,32 %) 37,3

C

Muestra 2 ug | pD5-D1.3

cada vez por | Donante C°'°!“.a§ de Porcentaje positivo en 1 flujo
10° células Ug/108 celulas | Plasticidina

GFP TALEN 2 210 95,3

GFP TALEN 6 120 73,6
cCAGGS-Flpo 2 62 Muy pocas células
cCAGGS-Flpo 6 41 Muy pocas células
pOG44 2 178 35,6

pOG44 6 63 58,7
pCAGGS-Cre 2 84 40,9
pCAGGS-Cre 6 52 Muy pocas células
?PoggﬁllAs.O) 2 340 656

?POSSEIA&O) 6 82 55,5

Con la adicion de mas ADN donante (Tabla 4C) hubo un aumento en el nUmero de colonias en niveles intermedios
(2 pg/millon de células) y una disminucion a niveles mas altos en todos los ambitos (6 pug/millén de células). Ninguna
de las otras muestras logré niveles de presentacion de anticuerpos observados con la integracion dirigida por GFP
TALEN.

Las células también se seleccionaron para resistencia a la blasticidina en cultivo de liquido y las células se tifieron
para la expresion de anticuerpos como se ha descrito anteriormente. La integracion dirigida por TALEN proporcion6
una proporcion significativamente mayor de células positivas para anticuerpos en comparacion con los otros
enfoques. Las células transfectadas con cCAGGS-Flpo y con altas concentraciones de pCAGGS-Cre no estaban
sanas y no habia numeros suficientes para llevar a cabo la citometria de flujo.

La comparacion se amplié para incluir la endonucleasa I-Sce. Se sintetizé un gen sintético que codificaba I-Sce1
(Figura 16) y se cloné en el sitio Nco1/Xba1 de pSF-CMV-f1-Pac1 (Oxford Genetics). Las células se suspendieron a
108/ml y se transfectaron para cada ml de células (10° células/ml) con 300 ng de plasmido donante pD5-D1.3 junto
con plasmidos que codificaban enzimas (1 ug/10" células). Al dia siguiente, se colocaron en placas 0,05 ml de
células y se seleccionaron en blasticidina y se tifieron después de 14 dias como se describe. La Tabla 5 muestra
gue el mayor numero de colonias resistentes a la blasticidina provino de la meganucleasa I-Sce1 seguida del par
eGFP TALEN. Tanto la recombinasa Cre como Flp (codificada en pOG44) dieron numeros ligeramente mas altos
que el control "solo de donante". Como antes de la transfeccion con los plasmidos codificantes de Flpe, en realidad
se redujeron los numeros de colonias en comparacion con "solo de donante".

Tabla 5. Comparacion de los enfoques de integracion dirigidos por meganucleasas y dirigidos por recombinasas

47



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2712632713

Muestra 2 pD5-D1.3 Colonias de blasticidina Porcentaie Porcentaie
cada vez I:)gr Donante Colonias de | por células 108 ositivo I en | positivo I en
106 células P ug/108 blasticidina (porcentaje de resistencia ﬁu'o d7 ﬁu'o d13

células a blasticidina) . .
Par v O |06 90 1800 27,6 55 %
meganucleasa 150 3000 20,9 47 %
pOG44 0,6 60 1200 2,79 6,5 %
pCAGGS-Cre | 0,6 56 1120 2,95 6,6 %

H o
cCAGGS-Flpo | 0,6 4 80 59 (bajo n® | Muy — pocas
de células) células

(CpocngﬁllAs 0) 40 800 33 49 %
@?IH';“E'?‘(VS en 251 (x2) 10040 (1 %) ND ND

Después de la transfeccion, la mayor parte de las células se seleccionaron para la resistencia a la blasticidina en
cultivo de liquido y después de 7 y 13 dias se tifieron con un anticuerpo marcado con ficoeritrina anti-Fc como se ha
descrito anteriormente. La Figura 17 (resumida en la Tabla 5) muestra que se logré una expresion de anticuerpos
significativamente mayor para las células transfectadas con endonucleasa I-Sce1 y eGFP TALEN (47 % y 55 %
respectivamente) en comparacion con "solo donante" (4,9 %). En contraste, el porcentaje de células con anticuerpos
positivos cuando las células se cotransfectaron con plasmidos que codifican la recombinasa Flp (pOG44) o la
recombinasa Cre fue del 6,6 y el 6,5 % respectivamente. La proporcién de células positivas a anticuerpos contintia
aumentando con la seleccién continua en blasticidina y alcanza un 85-90 % de anticuerpos positivos en el caso de
las muestras transfectadas con |-Sce1l y EGFP TALEN cuando se ensayan el dia 19. Por lo tanto, las
meganucleasas proporcionan un enfoque alternativo para realizar la integracion dirigida por nucleasas de
transgenes que codifican anticuerpos.

Ejemplo 12. La integracién dirigida por nucleasas de un casete de anticuerpo puede ocurrir_por recombinacion
homéloga y NHEJ

La eficiencia de la integracion de los transgenes en el ADN celular puede mejorarse mediante la introduccion de
roturas bicatenarias (DSB). Los mecanismos de reparacion del ADN endogeno en las células eucariotas incluyen la
recombinacion homoéloga, uniéon de extremos no homologos (NHEJ) y sus variantes. Todos proporcionan un medio
para introducir genes que codifican aglutinantes dentro de una biblioteca. La recombinacién homologa proporciona
una unién precisa entre las regiones de homologia y el transgén insertado, pero requiere la provisién de regiones de
homologia en el plasmido donante. EI ADN para la recombinacion homéloga se puede proporcionar como ADN lineal
o circular. Con NHEJ, los extremos del ADN se vuelven a ligar directamente sin la necesidad de una plantilla
homologa. Este enfoque con respecto a la reparacion del ADN es menos preciso y puede conducir a inserciones o
eliminaciones. No obstante, NHEJ proporciona un medio simple para integrar los exones en marco en el intrén o
permite la integracion de los casetes promotor:gen en el genoma. El uso de métodos no homélogos permite el uso
de vectores donantes que carecen de brazos de homologia, simplificando de este modo la construccion del ADN
donante.

El clon 6F tiene sitios de reconocimiento de nucleasa GFP TALEN e I-Sce1 integrados en el genoma y estos se
escindiran cuando se proporcionen estas nucleasas. El vector donante pD5 no tiene un sitio de reconocimiento de
nucleasa GFP TALE sino que tiene brazos de homologia que flanquean el sitio de escisién y, por lo tanto, se espera
gue se integre solo por recombinacién homologa. La escision del ADN gendémico en la meganucleasa I-Sce1 vecina
también conducira a la integraciéon de los elementos pD5 mediante recombinacién homéloga. Sin embargo, pD5
también tiene un sitio de meganucleasa I-Sce1 que se puede escindir in vivo cuando se proporciona I-Sce1. Esto
creara un producto de ADN lineal que potencialmente puede integrarse por NHEJ. Como se ha descrito
anteriormente, incluso puede haber ventajas de eficiencia al usar la escisién in vivo del ADN donante cuando se usa
NHEJ.

La Figura 18a representa el ADN donante pD5-D1.3 entrante y la Figura 18b representa el locus genémico de las
células del clon 6F que incorporan el sitio de "aterrizaje multiple". La Figura 18c representa la consecuencia de la
recombinacién homéloga entre pD5-D1.3 (Figura 18a) y el sitio de aterrizaje multiple del clon 6F (Figura 18b). La
Figura 18d en contraste representa la consecuencia de NHEJ. En este caso, se incorpora ADN adicional del
esqueleto del plasmido entrante (representado por una flecha doble). La recombinacién mediada por Flp en el sitio
de "aterrizaje multiple" conducira a un producto similar. Con el fin de determinar qué ruta se esta utilizando con las
muestras descritas en el Ejemplo 11 (que se muestra en la Figura 17), se prepar6 ADN gendomico a partir de la
poblacion seleccionada con blasticidina como se ha descrito anteriormente. Se disefidé un cebador de PCR inversa
(J44) que hibrida con el promotor PGK integrado. Esto se usé junto con J48 que hibrida en el extremo de la proteina
IgG. Los cebadores J44 y J48 fueron disefiados para revelar una recombinacién homoéloga que produce una banda
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de 1928 pb cuando I-Sce1 es responsable de la integracién (se indica por la flecha en la Figura 18e). (Este par de
cebadores podria producir potencialmente una banda de 5131 pb cuando la NHEJ tuvo lugar, pero este producto
mas largo no fue visible en las PCR genomicas de este experimento).

El cebador J46 se disefi6 para hibridar dentro del gen de B-lactamasa dentro del esqueleto del vector. Se anticipa
que los cebadores J44 y J46 producen una banda de 1800 pb cuando ha tenido lugar la NHEJ. Se espera una
banda de tamafo similar cuando la recombinasa Flp ha conducido a una integracion mediada por recombinasas.

J44: AAAAGCGCCTCCCCTACCCGGTAGAAT (SEQ ID NO: 92)
J46: GGCGACACGGAAATGTTGAATACTCAT (SEQ ID NO: 93)
J48: CACTACACCCAGAAGTCCCTGAGCCTG (SEQ ID NO: 94)

La Figura 18e revela claramente que la recombinacién homoéloga se produce solo con las muestras tratadas con
GFP TALEN y meganucleasa I-Sce1 ((i e ii en comparacioén con iii e iv). Por el contrario, la NHEJ solo se produce
cuando la escision se realiza por I-Sce1 meganucleasa (Figura 18e v.) pero no GFP TALEN (Figura 18e vi). Como
se esperaba, se encuentra una banda de tamario similar en la muestra tratada con la recombinasa Flp (Figura 18e
vii). Por lo tanto, este experimento revela que la integracion dirigida por nucleasas de un casete de anticuerpo puede
producirse tanto por recombinacién homéloga como por NHEJ.

Ejemplo 13. Generacioén de fragmentos de anticuerpos secretados y unidos a membrana de la misma célula

Como se ha descrito anteriormente, los vectores de presentacion de mamiferos pD2 y pD5 se construyeron con un
exon que codificaba un dominio transmembrana flanqueado por dos sitios de reconocimiento ROX reconocidos por
recombinasa Dre [88]. Con el fin de determinar si era posible convertir de una forma unida a membrana a una forma
secretada, la poblacién resistente a la blasticidina que surge de la transfeccion con el par pD2-D1.3/AAVS TALEN se
volvié a transfectar con el plasmido que codificaba la recombinasa Dre (pCAGGs-Dre). Esto se baso en el plasmido
pCAGGs-Dre-IRES puro [88] que impulsa el gen de la recombinasa Dre de un promotor CAGG (GeneBridges A205).
El gen de resistencia a la puromicina se elimin6 utilizando técnicas estandar de biologia molecular. Después de 22
dias de seleccion con blasticidina, las células se ajustaron a 0,5 x 10° células/ml y se transfectaron como se ha
descrito anteriormente con 0,5 ug de pCAGGs-Dre por 10° células. Después de 6 dias, se recogieron los
sobrenadantes, se purificd el anticuerpo usando la proteina A y las muestras se procesaron en un gel SDS-PAGE y
se tifleron con azul de Coomassie. La Figura 19a muestra que el anticuerpo secretado se encontr6 en el
sobrenadante incluso sin transfeccion con el gen de la recombinasa Dre. Esto puede surgir de un corte y empalme
alternativo donde se omite el exén que codifica el dominio transmembrana. Como alternativa, el anticuerpo en el
sobrenadante de cultivo podria surgir de la escision del anticuerpo unido a la membrana. La transfeccién de
recombinasa Dre aument el nivel de anticuerpos secretados (Figura 19a).

La produccion de fusion scFv-Fc secretada también se demostr6 en el experimento descrito en el ejemplo 7 (Figura
9h). Las poblaciones de anticuerpo scFv seleccionadas por la ronda 1 de presentacion de fagos en B-galactosidasa
se introdujeron en el vector pD6 y se integraron en el locus AAVS de células HEK293 utilizando AAVS TALEN. Las
células de unidn a antigeno se clasificaron por clasificacion de flujo y las células seleccionadas se cultivaron durante
7 dias después de la clasificacion sin un cambio de medio para permitir que el anticuerpo se acumulara. Las placas
de ELISA se recubrieron con 3-galactosidasa (10 ug/ml) o BSA (10 ug/ml) durante una noche. Los sobrenadantes de
cultivo de los cultivos de 7 dias se mezclaron con un volumen del 50 % de Marvel-PBS al 6 % y la muestra se
analiz6 por triplicado. También se prob6 una dilucion 1/10. La deteccion de la fusion scFv-Fc unida se realizé
utilizando IgG-Eu anti-humana (Perkin Elmer Cat. 1244-330). La Figura 19b muestra que la unién del anticuerpo
puede detectarse directamente a partir de sobrenadantes de cultivo puros o con una diluciéon 1/10. Esto ilustra que
tanto la presentacion en la superficie como la secreciéon de anticuerpos se pueden lograr dentro de las mismas
células sin etapas adicionales. Sera posible derivar el anticuerpo secretado directamente de las células
seleccionadas, ya sea después de la clonacion de una sola célula o utilizando una poblacion clasificada como se
muestra aqui para generar una mezcla de anticuerpos policlonales.

Ejemplo 14. Un método sencillo para la conversién de scFv a formato 1gG o Fab

Se inventd un método novedoso para efectuar la conversiéon de anticuerpos formateados como scFv en un formato
IgG como se describe en el Ejemplo 7. Esta conversion es un proceso necesario durante los proyectos de
descubrimiento de farmacos de anticuerpos que emplean bibliotecas de presentacion de fagos de anticuerpos scFv
donde se requiere un anticuerpo formateado por IgG o Fab como formato final. Los métodos actuales son tediosos e
implican la clonacién individual de las cadenas pesada variable (Vu) y ligera variable (VL) en vectores de expresion
adecuados. Ademas, la conversién de una poblacion de scFv "en masa" no es posible porque se pierde el enlace
entre las cadenas Vn y VL. Esto es un problema porque las cadenas Vi y VL contribuyen a la especificidad de unién
al antigeno. La incapacidad actual para convertir faciimente las poblaciones de scFv en formato Ig o Fab limita la
capacidad de cribar grandes cantidades de anticuerpos en el formato final que se utilizaran en la clinica. La
capacidad de cribar anticuerpos recombinantes en formato Ig o Fab para determinar la unién a dianas, las cribas de
indicador celular y las propiedades y funciones biofisicas, incluido el estado de agregacion, es una etapa necesaria
para elegir los farmacos de anticuerpos candidatos como candidatos clinicos. Cuanto mayor sea el numero de
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anticuerpos probados en esta fase, en formato IgG o Fab, mayor sera la posibilidad de seleccionar el mejor
candidato de farmaco para anticuerpos.

Aqui se describe un método para convertir las poblaciones de anticuerpos monocatenarios (scFv) al formato de
inmunoglobulina (Ig) o Fab de tal manera que se mantengan los pares originales de cadena pesada variable (VH) y
de cadena ligera variable (V.). EI método permite convertir scFv monoclonales, oligoclonales o policlonales
simultaneamente al formato Ig o Fab. Preferiblemente, el método procede a través de la generacion de un ADN de
"mini-circulo” no replicante. Preferiblemente, el proceso de conversion completo conlleva una transformacion unica
de bacterias tales como E. coli para generar una poblacién de colonias bacterianas que albergan cada una un
plasmido que codifica un anticuerpo recombinante con formato Ig o Fab Unico. Esto es distinto de los métodos
alternativos que requieren dos etapas separadas de clonacion y transformacion [117].

Mas ampliamente, este aspecto de la invencion se refiere a un método para convertir una construccién genética con
3 elementos genéticos enlazados A, B y C (representados por el enlazador V4, y VL respectivamente en el caso de
scFv) en un formato donde el orden de los elementos flanqueantes (A y C) se invierte, en una sola etapa de
clonacion. El elemento intermedio podria conservarse, pero lo mas util es que el método permite el reemplazo de
este elemento intermedio por un nuevo elemento D (para dar C-D-A). En el ejemplo de la conversiéon de un scFv en
una IgG o Fab, entonces C es un dominio VL de anticuerpo y A es un dominio Vu. En este ejemplo, el elemento D
encapsula un dominio constante de cadena ligera, un sitio poli A, un promotor y una secuencia lider fusionados con
el VH (elemento A). En el proceso, el producto (C-D-A) se vuelve a clonar permitiendo que también se cambien las
secuencias de flanqueo. En el ejemplo de conversién de scFv a IgG, el elemento V. esta precedido por un promotor
y una secuencia lider y a Vu le sigue un dominio Cn1-CH2-CHs en el caso de anticuerpos con formato IgG y un
dominio Ch1 en el caso de anticuerpos con formato Fab. El método podria aplicarse mas ampliamente donde los
elementos A y C (utilizando la nomenclatura anterior) podrian representar otros elementos genéticos, por ejemplo,
en la construccién de proteinas con permutacion circular donde los extremos N y C originales estan fusionados y los
nuevos extremos internos estan modificados.

La Figura 21 ilustra el proceso de conversidn esquematicamente usando scFv en la conversion de IgG como
ejemplo. Un inserto de ADN (a) que codifica los dominios VH y VL de anticuerpo se liga con el fragmento de ADN (b)
que codifica una cadena constante ligera (CL), una secuencia de poliadenilaciéon (pA), un promotor de
citomegalovirus (CMV) y un péptido sefal (SigP). El fragmento de ADN (b) también podria codificar cualquier
promotor en lugar del promotor de CMV. Ademas, el casete de pA-CMV podria ser reemplazado por un sitio de
entrada ribosomal interno (IRES) [119] o un péptido pequerio de tipo 2A "auto-escindido" [130, 133]. La union de las
moléculas de ADN (a) y (b) para crear un ADN "mini-circulo" no replicante (c) se facilita mediante una ligadura de
"extremo adhesivo". En la Figura 21, los sitios Ncol y Notl se emplean porque se usaron en la creaciéon de la
biblioteca de presentacion de fagos de McCafferty [7] sin embargo, cualquier sitio de restriccion adecuado podria
usarse para crear el "mini-circulo" no replicante c. Después de la ligadura, el "mini-circulo" ¢ se linealiza con las
enzimas de restriccion Nhel y Xhol, cuyos sitios de reconocimiento flanquean el enlazador entre los dominios Vu y
VL. Nhel y Xhol se eligieron para ilustrar esta invencion porque se usaron en la creacién de la biblioteca de
presentacion de fagos de McCafferty [7], sin embargo, se podria usar cualquier sitio de restriccion adecuado.

El producto linealizado d se purifica luego y se liga con el vector digerido (e). El vector (e) incluye un promotor de
CMV o pEF y una secuencia de sefial aguas arriba del sitio Nhel y codifica los dominios pesados (Cx) constantes del
anticuerpo 1 a 3 aguas abajo del sitio Xhol. El vector también codificaria un origen bacteriano o replicacion y un
marcador de resistencia a antibiéticos (no mostrado) para permitir la seleccion y replicacién del ADN plasmidico
resultante en bacterias. El producto de la ligadura del inserto (d) con el vector (e) daria como resultado el plasmido f,
gue se puede usar para transformar bacterias y el crecimiento con un marcador seleccionable adecuado permitiria la
produccion y purificacion de ADN plasmidico mediante métodos estandar. El plasmido f purificado se puede
introducir en células de mamifero [134] para la expresion heteréloga de anticuerpos Ig. Como alternativa, el ADN
que codifica CH13 en el vector (e), podria reemplazarse con el ADN que codifica un solo dominio Cn1 para la
expresion de Fab.

En la descripcién detallada del método que se usa a continuacién para ilustrar esta invencion, el inserto b contiene
un promotor de CMV o un péptido P2A que permite la expresién de cadenas ligeras y pesadas de anticuerpos
separados de un ARN mensajero tnico (ARNm). El método no es obvio y se refind después de varios intentos
experimentales. Por ejemplo, inicialmente se intenté la linealizacién del ADN "mini-circulo” (c) mediante PCR. Sin
embargo, esto dio lugar a la amplificacién de productos secundarios homodiméricos, dando como resultado un bajo
rendimiento del producto deseado (d). En contraste, la digestion directa del ADN "mini-circulo" (c) proporciono
suficiente material (d) para permitir que el método se implementara con éxito. En segundo lugar, en un intento por
evitar un producto de homodimero no deseado, el inserto (a) se desfosforil6 inicialmente. Sin embargo, esto requirié
un control cuidadoso para evitar la digestion "final" que da como resultado que el producto carezca de los "extremos
adhesivos" deseados para la ligadura. El método éptimo no incluye la desfosforilacion para maximizar la proporcién
de producto competente en ligadura. Por ultimo, se requirid6 un control cuidadoso de las relaciones utilizadas en la
ligadura de los insertos de ADN (a) y (b) para maximizar el rendimiento del "mini-circulo” de ADN (c).
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1. Preparacion de inserciones scFv de PCR

A partir de una reserva de glicerol bacteriano, que albergaba ADN plasmidico que codificaba scFv, se rasp6 en 50 ul
de agua. Se diluyé esto 1 en 10. Se usaron 5 ul de esto para la reaccién por PCR que contenia el cebador directo
pSANG10pelB (CGCTGCCCAGCCGGCCATGG SEQ ID NO: 95) (2,5 pl, 5 puM), el cebador inverso 2097
(GATGGTGATGATGATGTGCGGATGCG SEQ ID NO: 96), (2,5 pl, 5 uM), 10x tampén KOD (kit de inicio en caliente
KOD de Merck, 71086-4), dNTPs (5 ul, 2 mM), MgS04 (2 ul, 25 mM), polimerasa de inicio en caliente KOD (2,5
unidades) en un volumen total de 50 pl. Las condiciones de ciclado fueron 94 °C durante 2 min, después 25 ciclos de
94 °C durante 30 s, 54 °C durante 30 s, después 72 °C durante 1 min. La limpieza de la PCR se realizé mediante
una columna de centrifugacion (Qiagen o Fermentas) y las reacciones de la PCR se eluyeron en 90 pl. La Figura
22a muestra 1 pl de reaccién de PCR cargada en un gel de agarosa al 1 % en TBE. EI ADN scFv purificado (80 pl, 8
Mg) se digirié6 mediante la adicion del tampon 4 (New England Biolabs), BSA (0,1 mg/ml) y 40 unidades de Ncol-HF y
Notl-HF en un volumen total de 100 pl y se incub6é durante 2 horas a 37 °C. Los insertos se purificaron con un kit de
limpieza Qiagen PCR, se eluyeron en 30 ul y la concentracion de ADN se midié6 midiendo la absorbancia a 260 nM
con un espectrofotémetro nanodrop (Thermo).

2. Ligadura de insertos de ADN (Figura 21ay b)

Se realiza una reaccion de ligadura para producir el "mini-circulo" de ADN (Figura 21c). La reacciéon de ligadura
contiene el inserto b (125 ng), el inserto scFv a (Figura 21) (125 ng), el tampén de ligadura 10x (kit de ADN ligasa T4
de Roche, 1,5 ul), la ADN ligasa T4 (1 unidad) en un volumen total de 15 pl. Se incubé durante 1-2 h a 21 °C. Se
afnadi6 agua (35 pl) a la mezcla de ligadura y se purificé con un kit de limpieza Qiagen PCR y se eluyé en 30 pl.

3. Digestion del ADN "mini-circulo” (Figura 21¢) con Xho1/Nhe1

La reaccion de ligadura purificada (28 pl) se digiere mediante la adicion del tampoén 4 (New England Biolabs, 3,5 ul),
BSA (0,1 mg/ml) y 10 unidades de Ncol-HF y Notl-HF en un volumen total de 35 pl y se incubd durante 2 horas a 37
°C. Esto se purifica entonces por separacion en agarosa al 1 % en TBE (Figura 22b). Como alternativa, la Figura 22c
muestra un "mini-circulo” linealizado que contiene una secuencia P2A en lugar de un promotor de CMV. La banda de
ADN a 2,6 kb (Figura 22b) se escinde y se purifica con el kit de extraccién de gel Qiagen y se eluye en 30 pl.

4. Ligadura de ADN "mini-circulo” linealizado d con el vector pINT3 (corte Xhol/Nhel) y transformacién de DH5a. de
E. coli.

Se establecié una ligadura estandar con el vector de corte pINT3 (50 ng), el "mini-circulo” linealizado d (20 ng), el
tampon de ligasa 10x (Roche, 1,5 pl) y 1 unidad de ADN ligasa T4 (NEB) en un volumen final de 15 pl. La incubacién
se realizd a 21 °C durante 2 h. La transformacién de las células quimicamente competentes de DH5 alfa de E. coli,
la eficiencia de subclonacion (Invitrogen, cat. 18265017) fue de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Se
afiadieron 80 pl de células DH5a quimicamente competentes a 6 pl de la mezcla de ligadura, se colocaron en hielo
durante 1 hora y se sometieron a choque térmico a 42 °C durante 1 min, hielo durante 2 min, y después se
transfirieron a un tubo de polipropileno de 14 ml que contenia 900 pl de medio SOC y se incubaron a 37 °C durante
1 hora y se colocaron en placas de amp LB.

Ejemplo 15: Construcciéon de grandes bibliotecas de presentacion en células de mamifero mediante integracion
dirigida por nucleasas usando electroporacién de flujo

La electroporacién es una forma eficiente de introducir ADN, ARN vy proteinas en las células y los sistemas de flujo
de electroporacion permiten la introduccion eficiente de ADN en grandes cantidades de células de mamiferos. Por
ejemplo, el "Sistema de transfeccion escalable MaxCyte STX" (Maxcyte) permite la electroporacion de 10'° células
en 30 minutos, lo que crea la posibilidad de transfectar hasta 10"" células en un dia. Las células y el ADN se
mezclan y se pasan de un reservorio a una camara de electroporacion, se someten a electroporacién, se bombean y
el proceso se repite con una alicuota fresca de células y ADN. Se puede aplicar el mismo método para la
introduccion de ADN, ARN, proteina o mezclas de los mismos en células cultivadas (por ejemplo, células HEK293
humanas o células Jurkat) o células primarias, por ejemplo, linfocitos humanos [135]. La electroporacion de flujo se
ha utilizado para introducir eficazmente ADN, ARN y proteinas en un gran nimero de células primarias y cultivadas.

Aqui se ilustra el uso de un sistema de este tipo para introducir ADN donante, que codifica genes de anticuerpos,
mediante co-transfectaciéon con ADN que codifica un par de nucleasas TALE dirigidas al locus AAVS humano de
células HEK293 humanas y células Jurkat.

La distribucién de las 2 especificidades de anticuerpos diferentes se determind mediante citometria de flujo usando
un antigeno marcado con fluorescencia. La generacién de anticuerpos que reconocen los receptores de FGF FGFR1
o0 FGFR2 se ha descrito previamente [105]. Los clones a-FGFR1_A y a-FGFR2_A (descritos alli) se clonaron en pD6
como se describe en el ejemplo 6. Ademas, una poblacion de anticuerpos scFv seleccionados de la biblioteca de
presentacion de fagos "McCafferty" [7] usando una ronda de presentacion de fagos en B-galactosidasa (B-gal)
también se clono en este vector (como se describe en el ejemplo 6).
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Las células HEK293 se centrifugaron y se resuspendieron en un volumen final de 108 células/ml en el tampén de
electroporacion del fabricante (tampén de electroporacion Maxcyte, Thermo Fisher Scientific Cat. N.° NC0856428)).
Se afiadi6é una alicuota de 4 x 107 células (0,4 ml) a la cubeta de electroporacién con 100 ug de ADN (es decir, 2,5
ug/108 células). Las cantidades de los diferentes componentes utilizados se muestran a continuacién. EI ADN
donante que codifica los anticuerpos a-FGFR1_A y a-FGFR2_A se proporcioné como una mezcla equimolar con la
cantidad total por 10° células que se muestra en la Tabla 6 a continuacion. EI ADN que codifica las TALEN AAVS-
SBI (pZT-AAVS1 L1 y pZT-AAVS R1 Systems Bioscience Cat. N.° GE601A-1) se usé como una mezcla equimolar
con la cantidad total por 10° células que se muestra en la Tabla 6 a continuacion. En muestras sin TALEN afiadidas,
el ADN de entrada se llevo a 2,5 pg/108 células utilizando el plasmido de control pcDNA3.0.

El porcentaje de eficacia de transfeccién se calculé contando el nimero de colonias de blasticidina conseguidas para
una entrada dada de células totales. La diferencia de veces en comparacion con los controles negativos (es decir,
sin adicion de ADN de TALEN) se muestra entre paréntesis. Finalmente, el nimero de colonias transformadas que
se puede lograr al procesar un ciclo completo del sistema Maxcyte, que implica la electroporacion de 10'° células, se
calcula en la ultima columna. Esto representa un ciclo Unico de aproximadamente 30 minutos, lo que brinda la
posibilidad de ejecutar varios ciclos en un dia. Por lo tanto, la produccién diaria podria ser 5-10 veces mayor. Se
pueden usar sistemas de fermentacion y cultivo a gran escala tal como el sistema Wavebag (GE Healthcare) o el
sistema Celltainer (Celltainer Biotech) para generar células para la transfeccion, y se pueden usar para cultivar las
bibliotecas resultantes.

Tabla 6. Electroporacién de células HEK293

Muestra gFGFR1_AéaEGFR2_A ng ADN ng ADN TALEN/10% | % N de N.:Ode, clones por
onante/10° células células transfeccién 10'° células

1 580 1920 5,1 (51x) 5,1x108

1b 580 640 3,3 (33x) 3,3x108

2 580 - 0,1- 0,1 x108

3 194 1920 2,7 (89x) 2,7 x108

4 194 - 0,03 0,03 x 108

5 1185 1315 5,8 (25x) 58 x108

6 1185 - 0,23 0,23 x 108

7 1825 675 6,1 (11x) 6,1 x 108

8 1825 - 0,57 0,57 x 108

9 580 (FGFR1 solo) 1920 53 5,3 x 108

10 580 (FGFR2 solo) 1920 53 5,3 x 108

Muestra ADN donante de B-galactosidasa/10® ng ADN TALEN/10% | % de N.:ode’ clones por
células células transfeccién 10'° células

11 580 1920 45 4,5x 108

12 580 - 0,21 0,21 x 108

13 1185 1315 55 55x108

14 1185 - 0,21 0,21 x 108

Este ejemplo demuestra que es posible crear bibliotecas muy grandes de células con casetes de anticuerpos
integrados. La eficiencia de transfeccion varié del 2,7 al 6,1 %. En el caso de la poblaciéon seleccionada de (-
galactosidasa (muestra 13), se puede crear una biblioteca de 5,5 x 10° clones en una sola sesion de electroporacion
de flujo. Con mas de una sesion en un dia, se puede generar una biblioteca de 2-5 x 10° clones.

Después de 13 dias de seleccion con blasticidina (10 pg/ml), las células se marcaron con anticuerpo anti-Fc
marcado con ficoeritrina (Biolegend, Cat. N.° 409304) como se ha descrito anteriormente. De la poblacion de
anticuerpos seleccionada en la B-galactosidasa, el 34-36 % de las células fueron positivas para la expresion de Fcy
el 11-13 % fueron positivas para la unién del antigeno marcado con Dyelight-633 a una concentracion de 10 nM.

Cuando se utilizaron clones de unién a FGFR, el 98-99 % de las células fueron positivas para la expresion de Fc. El
uso de una mezcla de anticuerpos a-FGFR1_A y a-FGFR2_A brinda la oportunidad de examinar la proporcion de
células que contienen multiples eventos de integracion. Para una célula individual con un casete correctamente
integrado (por ejemplo, a-FGFR1_A), hay aproximadamente una probabilidad de 50:50 de que una segunda
integracion sea de la especificidad alternativa (es decir, a-FGFR2_A). Si hay integraciones multiples frecuentes,
entonces la proporcion de clones de doble positivo sera alta, sin embargo, no se encontrd que la proporcién de
clones de doble positivo sea alta, lo que ilustra la fidelidad del sistema de integracion de bibliotecas dirigida por
nucleasas en la generacion de un gen de anticuerpo/por célula. Se confirmo6 la capacidad de los anticuerpos anti-
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FGFR presentados en la superficie para unirse especificamente a su antigeno apropiado. La expresion del antigeno
fue de un plasmido pTT3DestrCD4(d3+4)-His10 [134] que codificaba el ectodominio Fgfr1 de raton
(ENSMUSP00000063808). Esto se us6 para transfectar células de suspension HEK293 y se secretd Fgfr1-rCd4-
His10 purificado por cromatografia de afinidad de metales inmovilizados como se ha descrito anteriormente [134]. El
ectodominio Fgfr2 de ratéon se amplificd por PCR a partir del clon IMAGE 9088089 utilizando cebadores:

2423 (TTTTTTCCATGGGCCGGCCCTCCTTCAGTTTAGTTGAG) (SEQ ID NO: 97)

y

2437 (TTTTTTGCGGCCGCGGAAGCCGTGATCTCCTTCTCTCTC) (SEQ ID NO: 98),

digerido con Ncol/Notl y clonado en el plasmido de expresion pBIOCAM5 [126]. Fgfr2-Fc se expresé por
transfeccion transitoria de células HEK293 como se ha descrito previamente [134] y se purifico por cromatografia
de afinidad.

Las poblaciones transfectadas se probaron para determinar la unién dual utilizando ambos antigenos marcados y la
proporcion de dobles positivos fue baja. En este experimento, el equilibrio 6ptimo del tamafio de la biblioteca (2,7 x
108 clones/por sesion de Maxcyte) con un bajo porcentaje de dobles positivos (3,5 %) se encontro utilizando 197 ng
de ADN donante por 10° células (Figura 23).

Esta proporcion de dobles positivos podria representar una mala incorporacion de un segundo casete de anticuerpo,
pero dada la eficacia de la integracion de la biblioteca dirigida por nucleasas, también es posible que ambos alelos
(el locus AAVS en este ejemplo) se puedan dirigir con aglutinantes entrantes en una proporcién de células. La
presencia de dos genes de anticuerpos diferentes dentro de una célula en si misma no impide el aislamiento de los
aglutinantes o sus genes codificantes, pero esto se puede evitar modificando primero la célula diana en un solo
locus para introducir un Unico sitio de direccionamiento de nucleasas, por ejemplo, un sitio de meganucleasa Sce1
integrado previamente como se demostré en el ejemplo 9.

Ejemplo 16. Recuperacién de genes que codifican aglutinantes de poblaciones de bibliotecas clasificadas

Las selecciones de presentacion de fagos se realizaron en B-galactosidasa (como se describe en el ejemplo 6) y las
poblaciones de anticuerpos de 1-2 rondas de seleccidn se clonaron en el vector pD6 y se introdujeron en el locus
AAVS de células HEK293 como se describe en el ejemplo 6. La B-galactosidasa se marcd usando Lightning Link
Dyelight-633 (Innova Bioscience Cat. N.° 325-0010) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las poblaciones
de células transfectadas se seleccionaron durante 25 dias en blasticidina (10 yg/ml) y se marcaron con -
galactosidasa marcada con Dyelight-633 10 nM y anti-Fc marcado con ficoeritrina (Biolegend Cat. N.° 409304). Las
células se incubaron con anticuerpos durante 30 minutos a 4 °C, se lavaron dos veces en PBS/BSA al 0,1 %, se
resuspendieron en PBS/BSA al 0,1 % y se clasificaron las células de doble positivo usando un clasificador de flujo.

Las células clasificadas se expandieron y se llevé a cabo una segunda ronda de clasificacion utilizando antigeno 10
nM. Las células se cultivaron y se aisl6 ADN genémico o ARNm de las poblaciones clasificadas y seleccionadas.

Cuando los aglutinantes que incluyen diferentes cadenas (por ejemplo, anticuerpos con formato IgG) estan
presentes en la misma secuencia gendémica (por ejemplo, por introduccién en el mismo plasmido) pero se
transcriben en diferentes ARNm, puede ser 6ptimo recuperar los genes separados que codifican el aglutinante
multimérico por amplificacion a partir de ADN genoémico. Como alternativa, los aglutinantes que incluyen multiples
cadenas de proteinas se pueden codificar en el mismo ARNm mediante el uso de elementos de "secuencia de
entrada interna del ribosoma" (IRES) o secuencias tales como las secuencias virales P2A o T2A que promueven el
estancamiento de la traduccion/la escision de proteinas [133, 136]. En este caso y en el caso de los aglutinantes
codificados en una sola cadena de proteina, también sera posible aislar los genes codificados del ARNm.

El ADN genémico se prepard usando el "kit de tejido y sangre DNeasy" (QIAGEN Cat. N.° 69504). EI ARNm se
preparé utilizando un "mini kit de ARN del aislado II" (Bioline Bio-52072). Para la amplificacion del ADN genémico, se
configurd una reacciéon de PCR utilizando la polimerasa Phusion con la mezcla "2xPhusion GC" de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Los cebadores que flanquean los sitios de clonacion Nco1 y Not1, por ejemplo, los
cebadores 2622 (GAACAGGAACACGGAAGGTC) (SEQ ID NO: 99) y 2623 (TAAAGTAGGCGGTCTTGAGACG)
(SEQ ID NO: 82) se utilizaron para amplificar el casete de anticuerpos (98 °C durante 10 s, 58 °C durante 20 s, 72
°C durante 90 s durante 35 ciclos.

Los genes que codifican genes scFv seleccionados se amplificaron a partir de ARNm. ElI ARN total se aislé de las
células clasificadas utilizando el "mini kit de ARN del aislado II" (Bioline Cat. N.° Bio-52072). EI ADNc se sintetiz6 a
partir de 2 ug de ARN utilizando la transcriptasa inversa Superscript Il (Life Technologies, Cat. N.° 180064-022). Los
genes scFv seleccionados se amplificaron entonces a partir del ADNc mediante PCR utilizando la ADN polimerasa
de inicio en caliente KOD (Merck Millipore Cat. N.° 71086-3) utilizando cebadores que flanquean los sitios de
clonacion Nco1 y Not1. En este caso, los cebadores:

41679 ATGAGTTGGAGCTGTATCATCC (SEQ ID NO: 100) y
2621 GCATTCCACGGCGGCCGC (SEQ ID NO: 101)
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se usaron para amplificar el casete de anticuerpos (95 °C durante 20 segundos, 60 °C durante 10 segundos, 70 °C
durante 15 segundos, para 25 ciclos). Los productos de PCR se digirieron con Nco1 y Not 1 antes de la clonacion en
el sitio Nco/Not1 del vector de expresion del anticuerpo bacteriano pSANG10. La construccion de pSANG10, los
métodos para la expresion bacteriana y el cribado por ELISA se describen en Martin et al 2006 [127].

El cribado por ELISA de la poblacién de la ronda 1 de seleccion por presentacion de fagos reveld que 0/90 de los
clones eran positivos. Por el contrario, cuando esta misma poblacion se sometié a presentacion de mamiferos y la
poblacion del gen scFv se recuperd y se cribo, 27/90 clones (30 %) fueron positivos en ELISA. Esto ilustra que es
posible llevar a cabo la presentacion de mamiferos en una biblioteca y recuperar una poblacion enriquecida de
aglutinantes.

El Ejemplo 15 describe la introduccion de la poblacién seleccionada por la ronda 1 de presentacion de fagos en -
galactosidasa en células HEK usando electroporacion de flujo. La poblacién de células de presentacion de
mamiferos se seleccioné en blasticidina como anteriormente y se sometié a una clasificacion por flujo usando 10 nM
de B-galactosidasa marcada. Después de 9 dias de crecimiento, se descubrié por citometria de flujo que el 75 % de
las células eran positivas para la union de B-galactosidasa utilizando -galactosidasa 10 nM). Estas se clasificaron y
se expandieron adicionalmente. Para ilustrar el potencial de impulsar la rigurosidad, el etiquetado se llevé a cabo
utilizando concentraciones de antigeno de 1 nM o 10 nM. EI 20,3 % y el 55,9 % de las células respectivamente se
clasificaron de cada poblacion. Después de la clasificacion, el ARNm se prepardé inmediatamente a partir de la
poblacién clasificada sin cultivo celular adicional. Tras la clonacién, la expresiéon en bacterias y el cribado por ELISA
(como anteriormente), se encontré que la tasa de éxito en ELISA aumenté con la rigurosidad durante la clasificacion
de flujo. Los clones que muestran el nivel de sefial mas alto provinieron de este grupo y también se mejoré el
namero de clones positivos (Figura 24). Esto ilustra la capacidad de controlar la rigurosidad de la seleccion dentro de
las poblaciones de presentacion, lo que se refleja en el mejor rendimiento de los anticuerpos resultantes.

Ejemplo 17. Incorporacién de genes de receptores de linfocitos T (TCR) para la produccion de bibliotecas de
mamiferos mediante integracion dirigida por nucleasas

Los métodos descritos en el presente documento tienen aplicacion mas all4 de la presentacion de anticuerpos. Para
demostrar el potencial para cribar bibliotecas de receptores de linfocitos T usando integracién dirigida por nucleasas,
se construyd una construccion de vector (pINT20) que permitia la expresion de receptores de linfocitos T.

pINT20 (Figura 25a) es un vector promotor dual para dirigirse al locus AAVS humano. Tiene los brazos de
homologia izquierdo y derecho como se presentan en la Figura 3. El brazo de homologia AAVS izquierdo esta
flanqueado por los sitios unicos AsiSl y Nsi1 y va seguido de un aceptor de corte y empalme y un gen de puromicina.
La secuencia entre el extremo del brazo de homologia izquierdo y el aceptor de corte y empalme es la misma que la
descrita previamente y el gen de puromicina comienza con un ATG en marco con el exén aguas arriba ((Figura 25B
y como también se muestra para el gen de blasticidina en la Figura 3). La correcta integracion dirigida por nucleasas
conducira a un corte y empalme en marco de un gen de puromicina que se corta y empalma a un exén aguas arriba
endogeno que a su vez es impulsado por el promotor AAVS endbégeno que permite la seleccion de clones con una
integracién correcta. El gen de resistencia a la puromicina va seguido de un sitio de poliadenilaciéon SV40. El brazo
derecho de homologia AAVS esta flanqueado por sitios Unicos BstZ171 y Sbf1.

pINT20 esta configurado con un promotor de pEF (de pSF-pEF, Oxford Genetics Cat. N.° 0G43), que permite clonar
genes de interés en sitios Nhe1/Kpn1. El sitio Nhe1 esta precedido por una secuencia lider de secrecion y el sitio
Kpn1 va seguido de la sefial de poliadenilacion de la hormona de crecimiento bovina (bGH poli A) como se muestra
previamente en la Figura 2. Aguas abajo se encuentra un promotor de CMV (de pSF-CMV-f1-Pac1, Oxford Genetics
Cat. N.° OG111) que permite la clonacién a través de Nco y Not (como se muestra en la Figura 2) o Hind3. El sitio
Nco1 esta precedido por una secuencia lider de secrecién y el casete va seguido de un sitio bGH poliA.

Para ilustrar la presentacion y el enriquecimiento de los receptores de linfocitos T (TCR), se us6 un TCR que
reconoce un marcador de cancer descrito por Li et al. (2005) y mas tarde por Zhao et al. (2007) [137, 138]. Este TCR
denominado c12c2 reconoce el péptido SLLMWITQV (SEQ ID NO: 102) presente en HLA-A2 con una afinidad de
450 nM. Este péptido representa los restos 157-165 de NY-ESO-1 (NY-ESO-1 157-165). Esta es una variante de
maduracién por afinidad de un anticuerpo parental llamado 1G4 con una afinidad de 32 pM.

Se utilizé un segundo TCR que reconoce otro marcador de cancer. EIl TCR de MEL5 parental reconoce el péptido
MART-1 26-35 ("antigeno de melanoma reconocido por los linfocitos T 1") presente en HLA-A2 con la secuencia
peptidica ELAGIGILTV (SEQ ID NO: 103). Este TCR madurd6 por afinidad mediante la presentaciéon en fago para dar
el clon a24/317 con una afinidad de 0,5 nM descrita en Madura et al. (2013) [139]. La estructura del complejo entre
TCR y el complejo MHC:péptido se resolvié (pdb clon 4JFH) y el clon se denomina en lo sucesivo "4JFH". El mismo
TCR parental también se ha modificado basandose en el disefio de Pierce et al. (2014) [140] y la estructura del
complejo se resolvié.

Segun Debets et al., la union del dominio CD3 ¢ como se muestra tiende a causar la asociacion del gen heterélogo
incluso en presencia de TCR nativos humanos [141, 142]. El elemento CD3 C utilizado estda compuesto por un
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dominio extracelular, un dominio transmembrana y un dominio citoplasmico completo. Ademas, la sustitucion de
dominios constantes humanos por dominios constantes de raton en los genes heter6logos también tiende a dirigir su
asociacion sobre la asociacion con dominios constantes humanos endégenos [143]. Finalmente, el uso de dominios
constantes de raton ofrece la opcion de detectar las cadenas de TCR heterélogas contra un fondo de TCR humanos.
Estos elementos se incorporaron en el disefio del casete de expresion de TCR.

Se disefiaron y se sintetizaron dos genes sintéticos dando lugar a construcciones génicas con la siguiente
estructura:

Va de TCR humano-CD3 ¢ constante de ratén a-humano
VB de TCR humano-CD3 { constante de ratén 3-humano

La secuencia del gen sintético que incorpora las construcciones de cadena a y de cadena 3 que incorporan los
dominios variables de c12/c2 se muestra en la Figura 25c y d. Estos se clonan en los sitios Nhe1/Kpn1 y los sitios
Nco1/Hind3 de pINT20 respectivamente. La construccion que codifica este TCR se denomina pINT20-c12/c2. En el
primer caso, el gen sintético se disefi6é para incorporar un dominio Va Ca (flanqueado por los sitios Nhe1 y Not 1) y
el dominio VB (flanqueado por los sitios Nco1/Xho1 que codifican el TCR c¢12/c2). Estos elementos pueden
reemplazarse por TCR alternativos que utilizan estos sitios de restriccion.

Se crearon dos genes sintéticos adicionales que codificaban los dominios Va y V3 de 4JFH [139] (Figura 25e y f). La
construccion que codifica este TCR se denomina pINT20-4JFH.

Se transfectaron 107 células HEK293 usando 3 ug de pINT20-c12/c2 y pINT20-4JHF como ADN donante (300 ng de
ADN donante por 108 células) en las relaciones que se muestran en la Tabla 7. pINT20-c12/c2 se denomina TCR1y
pINT20-4JHF se denomina TCR2. Se afiadieron 5 ug de cada uno de TALEN pZT-AAVS1 L1y pZT-AAVS R1 a 10’
células (500 ng cada vez por 108 células) con la excepcion de la muestra 6 en la que esto reemplazo por 10 ug de
ADN de control (pcDNA3.0). Se introdujo ADN por transfeccion con polietilenimina, como se ha descrito
anteriormente.

Tabla 7
Muestra | Relacion TCR1/TCR2

1:100

100:1

50:50

100 % de TCR1

100 % de TCR2

50:50 (sin nucleasa TALE)

DA || WIN|—=

Después de 12 dias en selecciéon (0,25 pug/ml de puromicina), las células se marcaron con antigeno diana. Los
complejos péptido:MHC reconocidos por los TCR descritos anteriormente se presentan como un pentamero
marcado con ficoeritrina (Prolmmune). c12/c2 reconoce el péptido SLLMWITQV presente en HLA-A2 que representa
NY-ESO-1 157-165 (codigo de producto Proimmune 390). 4JHF (también conocido como a24/317) reconoce el
péptido ELAGIGILTV presente en HLA-A2 que representa MelanA/MART 26-35 (codigo de producto Proimmune
082). En cada caso, el complejo MHC:péptido se marco con ficoeritrina y se usé de acuerdo con las instrucciones
del fabricante. La Figura 26 (a-d) muestra que cada TCR es especifico para el complejo MHC:péptido esperado (a,
d) y no se une al péptido no relacionado en el complejo (Figura 26b, c). EI ADN que codifica cada TCR se mezclé
con un exceso de 100 veces del ADN que codifica el otro (muestras 1-2, Tabla 7). Las células HEK293 se
transfectaron y se seleccionaron en puromicina. La clasificacion de las células positivas para el antigeno se realizé
después de 14 dias de seleccidén con puromicina (Figura 26 g, h).

Para cuantificar el nivel de enriquecimiento dentro de las poblaciones de salida clasificadas por flujo, los genes TCR
se recuperaron mediante amplificacion por PCR y las cantidades relativas de cada especie de TCR se determinaron
después de la clonacion. ElI ARN total se aislo de la poblacién clasificada. La sintesis de ADNc se realizé como se
describe en el ejemplo 16. Los cebadores para amplificar la cadena alfa y beta de TCR fueron 1999/2782 vy
41679/2789 respectivamente (Tabla 8). La amplificacién por PCR emple6 la polimerasa de inicio en caliente KOD
utilizando el protocolo recomendado por el fabricante (EMD Millipore, 71086, EMD Millipore). Las condiciones de
reaccion de la PCR fueron 95 °C (2 min) y 25 ciclos de 95 °C (20 s), 60 °C (10 s), 70 °C (15 s) seguidos de 70 °C (5
min). Las cadenas alfa y beta de TCR amplificadas se digirieron con Nhel/Notl o Ncol/Xhol y se subclonaron en
vectores con sitios compatibles (en este caso, vectores de corte pBIOCAM1-Tr-N Nhel/Notl o pBIOCAM2-Tr-N
(Ncol/Xhol) respectivamente). La PCR de los clones individuales se amplificé con un cebador de TCR alfa especifico
para c2c12 (TCR1) (2781) o con cebadores TCR alfa especificos para 4JFH (TCR2) (4JFH-Va-F) y cebadores
especificos de vector para analizar la identidad del clon de TCR. Después de clasificar la muestra 1 (Tabla 7) donde
se emple6 una relacién de 1:100 de plasmido donante TCR1/TCR2 (Tabla 7) con enriquecimiento para clones
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especificos de TCR1 utilizando el péptido SLLMWITQV presente en HLA-A2 (Proimmune, codigo de producto 390),
la proporcion de clones TCR1, segun lo determinado por el PCR de colonias, aumento a 11/15 (73 %). El
enriquecimiento mediante la clasificacion de la muestra 2 donde se emple6 una relacion de 100:1 de plasmido
donante TCR1/TCR2 (Tabla 7), con el péptido ELAGIGILTV presente en HLA-A2 (cédigo de producto Proimmune
082) dio como resultado un aumento de la proporcion de clones TCR2 a 4/15 (27 %), determinado por el PCR de
colonias.

Para demostrar la seleccion de bibliotecas utilizando integracion dirigida por nucleasas, se creé una biblioteca de
mutantes basada en c12/c2 clonando un repertorio de genes que codifican cadenas alfa de TCR mutantes junto con
un repertorio de genes que codifican cadenas beta de TCR mutantes. Tal biblioteca podria crearse utilizando
enfoques de mutagénesis dirigida a oligonucleétidos. Por ejemplo, métodos basados en la mutagénesis de Kunkel
[144]. Como alternativa y a modo de ejemplo, se utilizé un enfoque de ensamblaje de PCR para crear una cadena
alfa de TCR mutante (como un fragmento Nhe1/Kpn1) y una cadena beta de TCR mutante (como un fragmento
Kpn/Hind 3, incluido el promotor de CMV) que se clona en el sitio Nhe1/Hind 3 de pINT20. Esto se hizo usando los
cebadores que se muestran en la Tabla 8.

Tabla 8. Cebadores utilizados en la construccion de bibliotecas y recuperacion de clones
4JFH-Va-F (SEQ ID NO: 104) | ACACACGCTAGCCAGAAAGAGGTGGAACAG

1999 (SEQ ID NO: 87) AAAAAGCAGGCTACCATGAGGGCCTGGATCTTCTTTCTCC

CAAAGAACAGCTCGCCGGTSNNCCCGASSNNGGAGCTGG

2770 (SEQ ID NO: 105)
CGCAAAAGTAC

CTCGCCCGAAGGTGGGAATGTANGWTCCSNNSNNAAGTG
2771 (SEQ ID NO: 106)

GGCGCACGGCGCAC
2780 (SEQ ID NO: 107) CTGGCAGCTAGCAAGCAGGAAG
2781 (SEQ ID NO: 108) TACATTCCCACCTTCGGGCGAG
2782 (SEQ ID NO: 109) TTTTTTGCGGCCGCGGACAGGTTCTG
2783 (SEQ ID NO: 110) CGTAAGCTGGTACCTTATTATCTAGGG
2785 (SEQ ID NO: 111) CCCTAGATAATAAGGTACCAGCTTACG
2787 (SEQ ID NO: 112) ACCGGCGAGCTGTTCTTTG
2788 (SEQ ID NO: 113) AGTGACAAGCTTTTATTATCTGGGTG
2789 (SEQ ID NO: 114) CAGGTCCTCGAGCACTGTC
41679 (SEQ ID NO: 100) ATGAGTTGGAGCTGTATCATCC

(N=AC,GT.S=COG,W=A0T)

Se disefié un oligonucleétido mutante (cebador 2771) que aleatorizaba 2 posiciones de aminoacidos dentro de
CDR3 de la cadena alfa c12/c2 y se proporciona la opcion de serina o treonina en otra posicion (el cebador 2771
también esta representado por la cadena inferior de Figura 25 g). El cebador 2771 se us6 junto con el cebador 2780
para crear un repertorio de TCR alfa mutante que va desde el sitio de clonacion Nhe1 incorporando la regién de
mutagénesis CDR3 con una secuencia invariante en el extremo. El cebador 2781 es complementario al extremo 5'
invariante del cebador 2771. La PCR con los cebadores 2781 y 2783 proporciond el resto del casete de TCR alfa-
CD3 zeta hasta el sitio Kpn1. El ensamblaje de PCR de los 2 fragmentos de PCR se utiliza para crear el fragmento
TCR alfa-CD3 zeta que se puede clonar en pINT20 después de la digestion con Nhe1 y Kpn1.

Se disefid un segundo oligonucleétido mutante (cebador 2770) que asigné al azar 2 posiciones de aminoacidos
dentro de CDR3 de la cadena beta c12/c2 y proporciona la opcién de valina o leucina en otra posicion (cebador 2770
representado por la cadena inferior de la Figura 25h). El cebador 2770 se us6 junto con el cebador 2785 para crear
un repertorio beta de TCR mutante del sitio de clonacion Kpn1 que incorpora la regién de mutagénesis CDR3 con
una secuencia invariante en el extremo. El cebador 2787 es complementario al extremo &' invariante del cebador
2700. La PCR con los cebadores 2787 y 2788 proporciond el resto del casete de TCR beta-CD3 zeta hasta el sitio
Hind 3. El ensamblaje de PCR de estos 2 fragmentos de PCR se utiliza para crear un fragmento de TCR beta-CD3
zeta que se puede clonar en pINT20. Se cre6 un repertorio completo que incorporaba mutaciones tanto en la CDR 3
de las cadenas alfa como beta mediante la clonacion del fragmento Nhe1/Kpn, el fragmento Kpn1/Hind3 en pINT20
digerido con Nhe1/Hind3. Después de la ligadura, la biblioteca se cloné en células DH10B electrocompetentes. Se
preparé ADN plasmidico y el ADN se transfecto en las células HEK293 junto con vectores que codifican la nucleasa
TALE como se ha descrito anteriormente (una mezcla equimolar de pZT-AAVS1 L1 y pZT-AAVS R1 Systems
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Bioscience Cat. N.° GE601A-1).

Después de la ligadura de las cadenas alfa y beta mutantes de la biblioteca mutante c12/c2 en pINT20, se
electropord el ADN en células DH10B, se prepardé ADN plasmidico y la biblioteca se cotransfecté con nucleasa TALE
que se dirigia al locus AAVS. La transfeccion se realiz6 mediante electroporacion Maxcyte. El crecimiento y la
seleccién fueron como se ha descrito anteriormente. La cuantificacién del tamarfio de la biblioteca, mediante la
titulacion de células transfectadas y la seleccion basada en placa en puromicina, indicé que se creé un tamario de
biblioteca de 5 x 105 Después de la seleccion de puromicina durante 11 dias, las células se marcaron con un
anticuerpo marcado con APC especifico para la cadena  del TCR de ratén (Life Technologies Cat. H57-957). La
Figura 26i-j muestra que el 38 % de los clones en la poblacién expresan un receptor de linfocitos T. De esta
poblacién con TCR positivo, el 13 % también se unia al péptido 1 (56 % de la poblacién total). Mediante este enfoque,
se pueden aislar clones con expresion mejorada o actividad de unioén a péptido:MHC.

A partir de la Figura 26 se puede ver que cada receptor de linfocitos T reconocié solo su antigeno analogo. Ademas,
cuando se utiliza una mezcla de las dos especificidades diferentes, es posible distinguir cada una de ellas a través
del antigeno marcado. Este enfoque también permite que los clones de TCR con afinidad (o expresion) mejorada se
distingan dentro de la biblioteca de TCR mutante al identificar un subconjunto de la biblioteca que fue etiquetado en
mayor medida que el clon parental

Los genes del receptor de linfocitos T también se introdujeron en células Jurkat por electroporacion. Las células
Jurkat se centrifugaron y se resuspendieron en un volumen final de 10® células/ml en el tampon de electroporacion
del fabricante (tampdn de electroporacién Maxcyte, Thermo Fisher Scientific Cat. n.° NC0856428)). Se afadié una
alicuota de 4 x 107 células (0,4 ml) a la cubeta de electroporacion OC400 con 40 ug de ADN (es decir, 1 pg/10°
células). ElI ADN consistié en una mezcla de ADN de plasmido donante (biblioteca de TCR pINT20-c12/c2 o pINT20-
4JHF o pINT20-c12/c2, 9,2 ug) y una mezcla equimolar de ADN (30,8 ug en total) de ADN que codifica las TALEN
AAVS-SBI (pZT-AAVS1 L1 y pZT-AAVS R1 Systems Bioscience Cat. N.° GE601A-1). En muestras sin TALEN
afadidas, el ADN de entrada se llevd a 1 pg/10° células utilizando el plasmido de control pcDNA3.0. Un método
alternativo para introducir genes de receptores de linfocitos T en células Jurkat utiliza el 4D-Nucleofector (Lonza).
Aqui, el protocolo de transfeccién sigui6 las instrucciones del fabricante segun el kit de linea celular SE (Lonza, Cat.
PBC1-02250). En resumen, 2 ug de ADN, que consiste en una mezcla de ADN de plasmido donante (biblioteca de
TCR pINT20-c12/c2 o pINT20-4JHF o pINT20-c12/c2, 0,46 ug) y una mezcla equimolar de ADN (1,54 ug en total) de
ADN que codifica las TALEN AAVS-SBI (pZT-AAVS1 L1y pZT-AAVS R1 Systems Bioscience Cat. N.° GE601A-1)
se transfecto por 10° células Jurkat. La configuracion del codigo de pulso fue CL120 y el programa de tipo de célula
fue especifico para las células Jurkat E6.1 (ATCC).

La Figura 26 demuestra que se logro la expresion de TCR y se logréo el reconocimiento del péptido
apropiado:molécula de MHC. Esto dependia del uso de la nucleasa TALE (comparar las Figuras 26m y n). La
sefializacion a través del TCR introducido también se logré utilizando el péptido relevante:molécula MHC.

Se sembraron células Jurkat transfectadas con pINT20-c12/c2 o células Jurkat no transfectadas en una placa de 96
pocillos a una densidad de 1 x 108/ml, 200 ul por pocillo. Las células se estimularon con 2 pl o0 6 pl por pocillo de
péptido 1 marcado con PE-pentamero MHC (Prolmmune) o 2 ug/ml de CD3 antihumano (BD Pharmingen, Cat.
555329) en presencia y ausencia de CD28 antihumano (BD Pharmingen Cat. 555725) a 2 ug/ml. Después de una
incubacién de 24 horas a 37 °C y CO2z al 5 %, se detect6 la activacion de células Jurkat investigando la expresion de
CD69. Las células se tifieron con 50 pl de PBS + BSA al 1 % + 0,5 pyl de CD69-APC antihumano (Invitrogen, Cat.
MHCDG6905) por pocillo durante 45 minutos a 4 °C.

La Figura 26 (muestra o y p) demuestra la regulacion positiva de CD69 tras la estimulacion con CD3. La figura
también muestra el efecto de afadir 2 pl (q) o 6 pl (r) de péptido 1:MHC. Una poblacion de células de doble positivo
que se unen al péptido:MHC y expresan CD69 es obvia. Este ejemplo muestra células incubadas en presencia de
CD28, pero se observo el mismo efecto en ausencia de CD28 (no mostrado).

Este ejemplo demuestra el potencial de la integracion dirigida por nucleasas de bibliotecas de un tipo alternativo de
aglutinante, es decir, receptores de linfocitos T. Se demuestra que es posible expresar y detectar la expresion de
TCR en la superficie celular utilizando anticuerpos especificos. También se demuestra que estos receptores de
linfocitos T reconocen especificamente sus dianas respectivas. También se ha construido una biblioteca de
mutantes que permite la selecciéon de aglutinantes mejorados. Finalmente, se ha demostrado que el cribado de
bibliotecas basado en la activacién de la sefalizacion de TCR en los linfocitos T es posible. Aqui se ha utilizado una
linea de linfocitos T humana cultivada. También es posible introducir ADN en linfocitos T primarios mediante
electroporacion Maxcyte. Los métodos para el aislamiento y la preparacion de linfocitos T primarios se conocen por
los expertos en la técnica (por ejemplo, Cribbs et al., 2013, Oelke et al. 2003 [145, 146]. La exposicion de linfocitos
transfectados con TCR a péptidos multiméricos:MHC puede usarse entonces para lograr la activacién a través de la
exposicion al multimeros de péptido:MHC [146] o a células presentadoras de antigenos cargadas con el péptido
apropiado [146, 147]. La activacidén puede detectarse a través de la expresion de genes indicadores o a través de la
regulacién ascendente de genes endogenos tal como CD69 [104, 148].
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Ejemplo 18. Presentacién de bibliotecas de receptores de antigenos quiméricos en células de mamifero

La activacién de los linfocitos T se produce normalmente a través de la interaccion del receptor de linfocitos T (TCR)
con el complejo péptido:MHC especifico. Esto a su vez conduce a la sefializacion dirigida a través de CD3 y otras
moléculas de sefializacién de linfocitos T. Como alternativa al reconocimiento de dianas dirigido por el TCR, se ha
demostrado que las moléculas de unién alternativas, tales como los Fv monocatenarios, se pueden presentar en los
linfocitos T como fusiones a las moléculas de sefializacion aguas abajo de una manera que redirige la activacion de
los linfocitos T a la molécula reconocida por el scFv (o aglutinante alternativo). De esta manera, la activaciéon de los
linfocitos T ya no esta limitada al reconocimiento molecular dirigido a los complejos péptido:MHC por los TCR, sino
que puede dirigirse a otras moléculas de la superficie celular. Este formato alternativo en el que una entidad de
union diferente de TCR se fusiona con un componente de sefalizacion se denomina "receptor de antigeno
quimérico” (CAR). En el caso de los linfocitos T, se ha demostrado que es un medio importante y valioso para
redirigir la activacion de los linfocitos T.

Para cualquier diana dada, aun no esta claro cudles seran las caracteristicas de epitopo o afinidad 6ptimas para la
incorporacion en un CAR [103]. Las caracteristicas del disefio de CAR, tal como la longitud del enlazador o la
eleccion del dominio transmembrana, pueden afectar a su vez, lo que constituye un epitopo 6ptimo. La combinacién
de la densidad del antigeno en las células diana y no diana junto con la eleccién del dominio de sefalizacion podria
afectar a los requisitos de afinidad 6ptimos. La capacidad de presentar bibliotecas de receptores de antigenos
quiméricos en linfocitos T brinda la oportunidad de identificar la especificidad de unién éptima, el formato de enlace,
la longitud/secuencia del enlazador, las variantes del médulo de sefalizacion fusionado, etc., ya sea solo o en
combinacién. Aqui, se demuestra la utilidad de la integracién dirigida por nucleasas para la construccion de
bibliotecas de receptores de antigenos quiméricos en células de mamifero. El vector pINT21 (Figura 27a) es un
unico vector del promotor de CMV para la expresién y secrecion convenientes de aglutinantes tal como scFv
flanqueados por los sitios de restriccion Nco1/Not1 para permitir la expresién en marco con una secuencia lider
aguas arriba y un compafiero de fusion aguas abajo (como se muestra anteriormente en Figura 8). El casete de
expresion CAR en pINT21 esta flanqueado por los brazos de homologia AAVS como se describe anteriormente en la
Figura 3.

El vector pINT21-CAR1 (Figura 27a, c) fusiona aglutinantes tales como Fv monocatenarios al dominio
transmembrana y al dominio intracelular de CD3¢ (Figura 27c y como se describe para la expresion de TCR en la
Figura 25). Este formato se suele denominar receptor de antigeno quimérico de "primera generacion”. Los dominios
de senalizacion de otras moléculas coestimuladoras también se han utilizado para proporcionar sefiales adicionales
y se ha demostrado que éstas proporcionan una sefalizacion mejorada. Se han denominado receptores de
antigenos quiméricos de segunda y tercera generacién. Por ejemplo, pINT21-CAR2 (Figura 27b, d) fusiona el
aglutinante (clonado convenientemente en este caso como un fragmento Nco1/Not 1 a un dominio de segunda
generacién previamente descrito (documento WO 2012/079000 A1) que consiste en:

El dominio bisagra y transmembrana de CD8
dominio de sefalizacion 4-1BB
dominio de sefalizacién CD3¢

A modo de ejemplo, se clonaron varios grupos de aglutinantes diferentes en los sitios Nco/Not1 de pINT20-CAR1 y
pINT20-CAR2. Se ha utilizado previamente CD19 en varios estudios diferentes para dirigirse a estudios de
neoplasias de linfocitos B en Sadelain et al. (2013) [103]. Se prepar6 un anticuerpo anti-CD19 previamente descrito
(documento WO 2012/079000 A1) (denominado FMC63) como un gen scFv sintético en una configuracion VH-
enlazador-VL o una configuracion VL-enlazador-VH (FMC63 H-L o FMC L-H respectivamente, la Figura 27E muestra
la secuencia de FMCB83 H-L. FMC63 L-H se configuré con los dominios variables en la configuraciéon VL-enlazador-
VH flanqueada por Nco1 y Not1 en los extremos 5' y 3' respectivamente.

Como controles, los scFv con especificidades de unién alternativas también se clonaron en pINT20. Estos incluyen
anti-FGFR1_A [105] y un anticuerpo de control anti-desmina [7]. Ademas, los Adhirones [152] que reconocen lox1
(Figura 29a, b) se introdujeron como ejemplo de un formato alternativo de aglutinante configurado como una fusién
de CAR (véase el ejemplo 19 para una descripcion).

Para demostrar la creacion de bibliotecas de aglutinantes presentes en un formato CAR, se clonaron poblaciones de
anticuerpos con formato scFv seleccionados en mesotelina y CD229. La mesotelina es una glucoproteina de la
superficie celular que se expresa altamente en varios canceres, incluido el mesotelioma. Se estan desarrollando
varios formatos basados en anticuerpos y en ensayos clinicos que incluyen CAR dirigidos a la mesotelina [149].
CD229 representa otro posible antigeno asociado a un tumor que podria dirigirse por terapia inmunologica en
canceres tal como leucemia linfocitica cronica y el mieloma madltiple [150, 151].

Se cred una poblacién de anticuerpos que reconocian tanto a la mesotelina como CD229 mediante la seleccién
utilizando la biblioteca de presentacion de fagos "McCafferty" como se describe en el ejemplo 6 y la referencia 7). Se
llevaron a cabo dos rondas de seleccién y los genes codificantes de scFv se recuperaron utilizando los cebadores
M13leadseq y Notmycseq (ejemplo 6). Los productos se cortaron con Nco1/Not 1, se purificaron en gel y se clonaron
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en pINT21-CAR2. Estos se dirigieron al locus AAVS de las células HEK293 por escision de nucleasa TALE para
generar una biblioteca de 4,8 x 10° para CD229 y 6,4 x 10° para mesotelina (que representa un aumento de 30x y
53x en la biblioteca en comparacién con muestras transfectadas en ausencia de nucleasa TALE).

Se introdujeron pINT20-CAR1 y pINT20-CAR2 en células HEK293 por transfeccion con PEIl. Aqui, el ADN
plasmidico donante (pINT20-CAR1 o pINT20-CAR2, 6 pug se mezclé con una mezcla equimolar de ADN (20 pg en
total) de ADN que codifica las TALEN AAVS-SBI (pZT-AAVS1 L1 y pZT-AAVS R1 Sistemas Bioscience Cat. N.°
GEB01A-1) en medio Freestyle 293 (Lifetech, Cat. 12338-026), se afadié PEI lineal (52 ul, 1 mg/ml, Polysciences
Inc.) y se incubd a temperatura ambiente durante 10 minutos. Después, la mezcla se afadié a 20 ml de células
HEK293 en suspension (1 x 10% células/ml) en un matraz Erlenmeyer con ventilacion de 125 ml. También se
introdujeron pINT20-CAR1 y pINT20-CAR2 en células Jurkat por electroporacion. Las células Jurkat se centrifugaron
y se resuspendieron en un volumen final de 108 células/ml en el tampon de electroporacion del fabricante (tampon
de electroporacion Maxcyte, Thermo Fisher Scientific Cat. n.° NC0856428)). Se afiadié una alicuota de 4 x 107
células (0,4 ml) a la cubeta de electroporaciéon OC400 con 40 ug de ADN (es decir, 1 ug/10° células). EI ADN
consisti6 en una mezcla de ADN de plasmido donante (pINT20-CAR1 y pINT20-CAR2, 9,2 ug) y una mezcla
equimolar de ADN (30,8 ug en total) de ADN que codifica las TALEN AAVS-SBI (pZT-AAVS1 L1y pZT-AAVS R1
Systems Bioscience Cat. N.° GE601A-1). En muestras sin TALEN afadidas, el ADN de entrada se llevd a 1 ug/108
células utilizando el plasmido de control pcDNA3.0.

El etiquetado fluorescente de los diversos antigenos se realizé6 usando el kit de conjugacion Lightning-Link Rapid
Dye-Light 633 (Innova Biosciences, cat. 325-0010). La preparacién de FGFR1 y FGFR2 se describe en el ejemplo
15. Lox1 y CD229 eran de R and D Systems (Cat. N.° 1798-LX-050, y 898-CD050 respectivamente), CD19-Fc y la
mesotelina eran de (AcroBiosystems Cat. N.° CD9-H5259 y MSN-H526x respectivamente).

La Figura 28b ilustra la presentacion del anticuerpo anti-FGFR1 dirigido por nucleasa [105] dentro de una
construccion CAR de segunda generacion (pINT21-CAR2-FGFR1_A). La Figura 28d también ilustra la presentaciéon
de una molécula de andamiaje alternativa (una referencia de Adhirdn [152]) como una fusion con un receptor de
antigeno quimérico de segunda generacion (pINT21-CAR2-lox1). La Figura 28f y g también ilustran clones positivos
dentro de una biblioteca de scFv seleccionados en mesotelina o CD229.

En este ejemplo, se introdujeron CAR en células HEK y células Jurkat, pero esto también se podria hacer mediante
la introduccion de las construcciones en células primarias tales como los linfocitos T humanos (por ejemplo, como se
describe por Sadelain et al. (2013) [103], por ejemplo, usando electroporaciéon [135]. Las construcciones de
expresion para la expresiéon de CAR en linfocitos pueden optimizarse adn mas, por ejemplo, optimizando la
estabilidad y la traduccion del ARNm a través de la variacion en las regiones no traducidas 5' y 3', longitud poli A,
etc., como se ha descrito previamente [135]. La sefalizacion de construcciones CAR introducidas en linfocitos T
primarios o lineas celulares de linfocitos T puede inducirse por exposicion a células que expresan antigeno diana o
gue usan antigeno multimérico, por ejemplo, antigeno inmovilizado en una superficie o presente en perlas [104,
148].

Ejemplo 19. Presentacién de bibliotecas de andamiajes alternativos construidos en células de mamifero a través de
integracién dirigida por nucleasas

El método descrito para construir bibliotecas de aglutinantes puede emplearse mas alla de la presentacién de
anticuerpos y receptores de linfocitos T. Se han descrito varios andamiajes alternativos que permiten la construccién
de bibliotecas de variantes a partir de las cuales se han aislado nuevas especificidades de unién, por ejemplo, Tiede
et al. (2014) [152] y referencias en los mismos. En el ejemplo descrito por Tiede ef al. (2014) se utilizé un andamiaje
estable y versatil basado en una secuencia consenso de fitocistatinas derivadas de plantas. Este andamiaje se
conoce como Adhirén y la Figura 29a muestra un gen sintético que codifica un Adhirén que se seleccion6 para
unirse a lox1 (documento (WO 2014125290 A1). La Figura 29B muestra un aglutinante alternativo de lox1 (lox1B).
Ambos se sintetizaron y se clonaron en el sitio Nco1/Not1 de pINT20_CAR2 para crear una fusién con el compariero
aguas abajo.

Se puede construir una biblioteca mediante la aleatorizacion de restos de bucle (por ejemplo, mediante mutagénesis
de Kunkel o ensamblaje de PCR como se ha descrito anteriormente en el ejemplo 17). A modo de ejemplo, la Figura
29c muestra el disefio de un oligonucle6tido mutante atil para crear una biblioteca siguiendo el mismo enfoque
descrito en el ejemplo 17. En este caso, la asignacion al azar se logra mediante la introduccién de un namero
variable de restos NNS, aunque podrian usarse estrategias alternativas conocidas por los expertos en la técnica.

Como otro ejemplo, la Figura 29d y e demuestra los medios para crear una biblioteca de aglutinantes mediante
integracién dirigida por nucleasa basada en un andamiaje knottin [156]. Los knottins son péptidos de
aproximadamente 30 aminoacidos que estan estabilizados por tres enlaces disulfuro, con uno enhebrado a través de
los otros dos para crear una estructura "anudada". La Figura 29d muestra el knottin de unién a tripsina MCoTI-Il con
un sitio Nco1 en el extremo 5' y un sitio Not en el extremo 3' que permite la expresion en marco con los vectores
descritos en el presente documento. Como ejemplo para la construccion de bibliotecas, los 6 aminoacidos del primer
bucle (subrayados en la Figura 29d) se pueden mutar con un nimero variable de aminoacidos. La Figura 29e ilustra
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una estrategia mutagénica que reemplaza los 6 aminoacidos del bucle 1 con 10 aminoacidos al azar utilizando los
codones VNS (donde V=A, Co Gy S =C o G). El codon VNS incluye 24 codones que codifican 17 aminoacidos
que excluyen las cisteinas. Esta estrategia tiene fines ilustrativos y los expertos en la técnica conoceran estrategias
mutagénicas alternativas.

Ejemplo 20. Introduccién dirigida por nucleasas de bibliotecas de anticuerpos usando CRISPR/Cas9

La integracion dirigida por nucleasas a través de CRISPR/Cas9 se demostré usando el "kit de vector de nucleasas
CRISPR Geneart" (Lifetech A21175). En este sistema, un promotor de ARN polimerasa Ill U6 impulsa la expresién
de un ARN CRIPSR complementario (ARNrc) complementario que esta vinculado a un ARNrc trans-activador
(ARNtracr). EI ARNcr y el ARNtracr juntos forman un ARN guia que dirige la especificidad de escision de una
proteina Cas9 codificada en el mismo "vector de nucleasa CRISPR GeneArt" (véanse las instrucciones del
fabricante). El vector se proporciona como un plasmido linealizado en el que se clona un oligonucleétido bicatenario
corto con salientes 3' apropiados. La especificidad de escision se determina entonces por la secuencia del segmento
clonado. Se disefiaron dos secuencias de direccionamiento diferentes para la escision directa al locus AAVS
humano descrito anteriormente.

Las secuencias fueron:
Inserto de ADN bicatenario CRISPR1:

5 GGGGCCACTAGGGACAGGATGTTTT (SEQ ID NO: 115)
3" GTGGCCCCCGGTGATCCCTGTCCTAC (SEQ ID NO: 116)

Inserto de ADN bicatenario CRISPR2:

5" GTCACCAATCCTGTCCCTAGGTTTT (SEQ ID NO: 117)
3" GTGGCCAGTGGTTAGGACAGGGATC (SEQ ID NO: 118)

Los ARN de guia resultantes se dirigen a la escisién dentro de la misma region del locus AAVS que las nucleasas
TALE descritas anteriormente (estando CRISPR2 en la orientacion inversa de CRISPR1). Por lo tanto, los brazos de
homologia AAVS utilizados previamente para la integracion directa del casete de expresién se pueden usar para la
integracion dirigida por estos ARN guia CRISPR. El vector linealizado y los oligonucleoétidos bicatenarios se ligaron y
se transformaron en células DH10B electrocompetentes. La clonacién del inserto correcto se confirmé mediante
secuenciacion y se prepard el ADN plasmidico. La construccion Cas9/CRISPR2 (que incluye el oligonucleétido
CRISPR2) se transfecto6 junto con el ADN donante que codifica una biblioteca de B-galactosidasa seleccionada por
una ronda 1 de seleccion de presentacion de fagos (ejemplo 15). Se transfectaron en células HEK293 utilizando el
sistema de electroporacién Maxcyte con el ensamblaje OC-400. Se transfectaron 4 x 107 células con 23,2 ug de
ADN donante que representa una poblacién de genes scFv seleccionados por una ronda de presentacién de fagos
en B-galactosidasa clonada en pD6. Las células se cotransfectaron con 77 ug de plasmido Cas9-CRISPR2, o 77 ug
de plasmido TALEN (38,5 ug de pZT-AAVS1 L1y pZT-AAVS) o 77 ug de plasmido de control.

Tabla 9
Muestra n.° | Nucleasa usada Eficiencia de transfeccion % | Numero de clones por 10'° células
1 Cas9/CRISPR 2 10,53 (29x) 10 x 108
2 AAVS TALEN 5,1 (14x) 5,1x108
3 Ninguna (pCDNA3.0) | 0,36 0,36 x 108

La valoracion del niumero de transformantes formados por la transfeccion de Cas9/CRISPR2 (mediante la medicion
de las colonias de resistencia a la blasticidina) revelé que se generaron 1053 colonias resistentes a la blasticidina a
partir de la siembra de 10.000 células, lo que equivale a una eficiencia de transfeccion del 10,5 % (Tabla 9). En el
caso de dirigirse por nucleasas TALE, se logré una eficiencia de transfeccién del 5,1 %. Por el contrario, en ausencia
de la construccion Cas9/CRISPR2, solo se logré una eficiencia de transfeccion del 0,36 %.

Como alternativa a la transfeccion utilizando ADN plasmidico para introducir la proteina Cas9 y el ARN guia en las
células, también es posible introducir directamente un complejo de nucleoproteinas formado por la proteina Cas9
(Toolgen, Inc.) y un ARN guia. El ARN guia fue preparado por Toolgen, Inc. utilizando la transcripcion in vitro de un
promotor T7 como una sola transcripcion que incluia la secuencia TRACR (subrayada) precedida por una secuencia
complementaria al ADN diana (en negrita) como se muestra a continuacién.

ARN CRISPR 1 (SEQ ID NO: 119:
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5!
GGGGGGCCACUAGGGACAGGAUGUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCU
AGUCCGUUAUCAACUUGAAAAAGUGGCACCGAGUCGGUGCUUUU

ARN CRISPR 2 (SEQ ID NO: 120):

5 GGGUCACCAAUCCUGUCCCUAGGUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGC
UAGUCCGUUAUCAACUUGAAAAAGUGGCACCGAGUCGGUGCUUUU

Se introdujeron 6,6 ug de proteina Cs9, 4,6 ug de ARN y 10 ug de ADN donante (que codifica el anticuerpo anti-
FGFR1_A en pD6) en 107 células HEK293 mediante electroporacion Maxcyte como se ha descrito anteriormente. Se
lograron eficiencias de transfeccion del 2,2 % y del 2,9 % para ARN CRISPR 1y CRISPR2, respectivamente, con un
0,7 % y un 0,8 % en ausencia del complejo afiadido Cas9:proteina ARN.

Estos ARN de guia se dirigen a las mismas secuencias codificadas por CRISPR1 y CRISPR2. Como alternativa, el
ARNcr y el ARNtracr se pueden producir por sintesis quimica (por ejemplo, GE Dharmacon).

Ejemplo 21: Insercion de genes de anticuerpo mediada por nucleasas por ligadura o unién de extremos mediada por
microhomologia (MMEJ)

Aunque la recombinacién homologa (HR) es util para la insercion precisa de grandes fragmentos de ADN, requiere
la construcciéon de grandes vectores de direccionamiento que incorporen brazos de homologia largos. Esto puede
hacer que la construccion de grandes bibliotecas sea mas dificil debido a la reducciéon de la eficiencia de
transformacion de construcciones de ADN mas grandes. Como alternativa, pueden producirse reacciones de
ligadura sencillas entre el ADN cromosdémico y el vector de direccionamiento, si se incorpora una secuencia de
reconocimiento de nucleasa en el vector de direccionamiento. Las reacciones de ligadura pueden ser de "extremo
adhesivo" empleando, por ejemplo, nucleasas con dedos de cinc (Orlando ef al., 2010) [45] o TALEN (Cristea et al.,
2013) [22] que pueden hacer roturas bicatenarias (DSB) que dejan salientes 5' o "extremos romos" que emplean la
ribonucleoproteina CRISP/Cas9. Un ejemplo de integracion del gen de nucleasa por ligadura utilizando
meganucleasa |-Scel se mostré mediante la construcciéon del vector pD7-Sce1. pD7 se deriva de pD6 (Figura 8) pero
los brazos de homologia AAVS izquierdo y derecho se reemplazaron con oligonucleétidos bicatenarios cortos. El
brazo izquierdo de homologia AAVS de la serie de vectores pD esta flanqueado por las enzimas de restriccion
EcoR1 y Nsi1 (véase la Figura 3). Para convertir pD6 en pD7-Sce1, se reemplaz6 por un inserto de oligonucle6tido
bicatenario formado por los cebadores 2778 y 2779 que codifican una secuencia de reconocimiento de
meganucleasa I-Scel con "extremos adhesivos" compatibles con los "extremos adhesivos" formados por EcoRI/Nsil.
El brazo de homologia AAVS derecho esta flanqueado por los sitios de restriccion Asc1 y Miu1 (Figura 3). El brazo
de homologia derecho se reemplazé por un inserto de oligonucleétido bicatenario con "extremos adhesivos"
compatibles con los "extremos adhesivos" formados por la digestion con Ascl/MIul y se forma por los cebadores
2723y 2724.

Tabla 10. Cebadores para la construccion de pD7 y pINT19

2723 (SEQ ID NO: 121) CGCGCCAGAAGTCTCACCAAGCCCA
2724 (SEQ ID NO: 122) CGCGTGGGCTTGGTGAGACTTCTGG
AATTCTCCCCTCCACCCCACAGTAGGGACAGTGGGGCCA

2768 (SEQ ID NO: 123)
GGATTGGTGACAGAAAATGCA

TTTTCTGTCACCAATCCTGGCCCCACTGTCCCTACTGTGG
2769 (SEQ ID NO: 124)

GGTGGAGGGGAG
2778 (SEQ ID NO: 125) AATTCTAGGGATAACAGGGTAATATGCA
2779 (SEQ ID NO: 126) TATTACCCTGTTATCCCTAG

AATTCTTTTCTGTCACCAATCCTGGGGCCACTAGGGACAC

2808 (SEQ ID NO: 127)
TGTGGGGTGGAGGGGATGCA

TCCCCTCCACCCCACAGTGTCCCTAGTGGCCCCAGGATTG

2809 (SEQ ID NO: 128)
GTGACAGAAAAGAATTG
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Los anticuerpos que reconocen Fgfr1 y Fgfr2 (ejemplo 15) se clonaron en pD7 para crear pD7-Scel anti-Fgfr1 y pD7-
Scel anti-Fgfr2 respectivamente. Estos se cotransfectaron con el plasmido de expresion I-Sce1 (ejemplo 11, Figura
16) en la linea celular del clon 6K HEK293 (véase el ejemplo 11) que contiene un sitio de reconocimiento I-Sce1
integrado.

La ligadura de las DSB en el cromosoma y el vector de direccionamiento generado por la nucleasa con dedos de
cinc o las nucleasas TALE también se puede lograr. Al invertir los sitios de reconocimiento de la nucleasa con dedos
de cinc o TALEN en el vector de direccionamiento, esto puede garantizar que el producto de la insercioén ya no sea
una diana para la escision en un método denominado "recombinacién activada por ligadura obligatoria" u ObLiGaRe
(Maresca et al., 2013) [153]. Los vectores pD7-ObLiGaRe se pueden generar de la misma manera que se ha
descrito anteriormente para la creacion de pD7-Sce1. En este caso, el brazo de homologia izquierdo se reemplaza
por un oligonucleétido que consiste en los cebadores 2808 y 2809 que codifican un sitio de reconocimiento TALEN
invertido (mostrado en negrita) y una region espaciadora. El brazo de homologia derecho se reemplaza con los
cebadores 2723 y 2809 como se ha descrito anteriormente.

Una alternativa a las reacciones de ligadura simple entre las DSB en el cromosoma y el vector de direccionamiento,
mediada por la unién de extremos no homoélogos (NHEJ) es la union de extremos mediada por microhomologia
(MMEJ). La MMEJ es un mecanismo de reparacion de DSB que utiliza secuencias microhomoélogas entre 5y 25 pb
para la unién de extremos propensa a errores (McVey y Lee, 2008) [154]. Se ha ideado una estrategia para la
integracién precisa de genes en la que la secuencia genémica y el vector de direccionamiento contienen la misma
secuencia de reconocimiento del par de nucleasas TALE, pero una secuencia espaciadora de vector diferente en la
que la mitad anterior y posterior estan cambiadas. La secuencia genémica y el vector se pueden cortar con el mismo
par TALEN y MMEJ tiene lugar a través de los extremos de ADN microhomélogo. El vector de direccionamiento
integrado resultante ya no es una diana para la nucleasa TALE debido a que la regién espaciadora acortada no es
optima para la escision de nucleasa TALE (Nakade et al., 2014) [155].

El vector de direccionamiento AAVS de MMEJ pD7-MMEJ se puede generar de la misma manera que se ha descrito
anteriormente para la creacion de pD7-Sce1. En este caso, el brazo de homologia izquierdo se reemplaza por un
oligonucleétido que consiste en los cebadores 2768 y 2769 que codifican el sitio de reconocimiento de TALEN
(mostrado en negrita) y la regiéon espaciadora conmutada (subrayada). El brazo de homologia derecho se reemplaza
con los cebadores 2723 y 2809 como se ha descrito anteriormente.

Ejemplo 22: Disefio de cebadores para la creacion de un casete de promotor Unico (CMV) flangueado por los brazos
ROSA26 (pINT19-ROSA)

Este ejemplo pretende demostrar que los genes de anticuerpos o de moléculas de union alternativas pueden
integrarse en el genoma de las células de mamifero mediante métodos dirigidos por nucleasas, y los clones
resultantes se pueden cribar para una funcién deseada ya sea mediante un cribado indicador o un cribado
fenotipico. Un ejemplo de esto se demostré6 previamente cuando los genes de anticuerpos se integraron en el
cromosoma de las células madre embrionarias de ratén (ES) y las colonias de ES individuales se cribaron para
determinar su capacidad para mantener la pluripotencia cuando se sometieron a condiciones de diferenciacién [105].
Se demostré que los genes de anticuerpos recuperados de colonias de ES que mantenian un fenotipo pluripotente
blogueaban la via de sefalizacién de FGFR1/FGF4. Un problema con este método descrito previamente es que la
recombinacién homologa puede dar lugar a tamafos de biblioteca pequefios, lo que limita su capacidad para cribar
directamente clones raros presentes en bibliotecas de moléculas de unién grandes. Los métodos de integracién
génica mediada por nucleasas para la integracion de genes de anticuerpos y de moléculas de unién son mas
eficientes, dando como resultado una mayor generacién de bibliotecas y, por lo tanto, es mas probable que generen
bibliotecas de células de mamifero capaces de identificar anticuerpos funcionales mediante el cribado fenotipico o
de células indicadoras.

El vector de direccionamiento donante pINT19 esta disefiado para integrar genes de anticuerpos en el locus
ROSA26 de ratdbn mediante métodos dirigidos por nucleasas para el cribado funcional directo. pINT19 es un vector
de promotor de CMV unico para la expresion de fusion scFv-Fc. El casete de expresion esta flanqueado por los
brazos ROSA26 de ratén. Dado que el ex6n aguas arriba no esta traducido, el gen de la puromicina esta precedido
por un aceptor de corte y empalme y mas abajo tiene una secuencia KOZAK que conduce al gen de la puromicina.

El brazo de homologia izquierdo AAVS vy el gen de resistencia a puromicina de pINT18 se reemplazaron por un
casete que codificaba la homologia izquierda ROSA26, el aceptor de corte y empalme, la secuencia consenso kozak
optimizada y el gen de resistencia a puromicina. El brazo de homologia izquierdo ROSA26 se amplifico inicialmente
a partir de pGATOR (Melidoni et al., 2013 (105)) como dos fragmentos que desactivaron un sitio Notl interno. Los
dos fragmentos, generados por los cebadores J60/2716 y 2715/2706 se combinaron en una PCR de ensamblaje con
los cebadores J60 y 2706 y se digirieron con AsiSl y Nsil. El aceptor de corte y empalme se amplificé a partir de
pGATOR utilizando los cebadores 2709 y 2710 y el casete de resistencia a la puromicina se amplificé con los
cebadores 2745 (que incluian una regién homéloga al aceptor de corte y empalme y la secuencia consenso Kozak
optimizada) y J59. La region del aceptor de corte y empalme y el casete de resistencia a puromicina se combinaron
en la PCR de ensamblaje utilizando los cebadores 2709 y J59 y se digirieron con Nsi1 y Bgl2. La homologia de
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brazo izquierdo ROSA26 y los casetes de aceptor de corte y empalme-puromicina se ligaron con el vector pINT18
(AsiS1/Bgl2).

Para completar el vector de direccionamiento ROSA, se introdujo el brazo de homologia ROSA26 derecho, aguas
abajo del casete CMV-scFv-Fc, para reemplazar el brazo de homologia derecho pINT18 AAVS. Esto se realiz6
mediante PCR del brazo de homologia derecho ROSA, presente en pGATOR (Melidoni et al., 2013) utilizando los
cebadores J61 y J62 para amplificar un fragmento con BstZ171 en un extremo y Sbf1 en el otro. El cebador 61 se
colocod para excluir un sitio Sbf1 enddégeno de 65 pb por encima del sitio de escision ROSA ZFN. La Figura 31
muestra las secuencias de los brazos de homologia izquierdo y derecho ROSA26.

Tabla 11. Cebadores para el direccionamiento dirigido por nucleasas del locus ROSA 26 de raton

ACACACGGTACCGCGATCGCGCTGATTGG
J60 (SEQ ID NO: 129) AsiS|-rosa26-L-F
CTTCTTTTCCTC

TTTTTTATGCATTCTAGAAAGACTGGAGTT

2706 (SEQ ID NO: 130) Nsil-rosa26-L-R
GCAGA

2715 (SEQ ID NO: 131) | GAGCGTCCGCCCACCCTC ROSA-Left-Notl_knockout_F

2716 (SEQ ID NO: 132) | GAGGGTGGGCGGACGCTC ROSA-Left-Notl_knockout_R
TTTTTTATGCATTAAGGGATCTGTAGGGCG

2709 (SEQ ID NO: 133) Splice_acceptor-F-Nsil
CAG

2710 (SEQ ID NO: 134) | GTGAATTCCTAGAGCGGCCTC Splice_acceptor-R
GAGGCCGCTCTAGGAATTCACGCCGCCAC

2745 (SEQ ID NO: 135) Overlap-Puro-F+kozak
CATGACCGAGTACAAGCCCAC
AAAAAAAGATCTGTGTGTTTCGAATCAGGC

J59 (SEQ ID NO: 136) Bgl2-Puro-R
ACCGGGCTTGCGGGTCAT

ttitttGTATACGGGAATTGAACAGGTGTAAAA
J61 (SEQ ID NO: 137) TG ROSA-Right_F-BstZ171

TTTTTTCCTGCAGGAGGTTGGATTCTCAAT
J62 (SEQ ID NO: 138) ROSA-Right_R-Sbfl
ACATCTATTGTTG

2701 (SEQ ID NO: 139) | GCCGACGTCTCGTCGCTGATGTTTT

2702 (SEQ ID NO: 140) | ATCAGCGACGAGACGTCGGCCGGTG
2703 (SEQ ID NO: 141) | CGCCCA T CTT CTAGAAAGACGTTTT
2704 (SEQ ID NO: 142) | GTCTTTCTAGAAGATGGGCGCGGTG

La integracién de pINT19, anticuerpo codificante 0 moléculas de unién alternativas, en el locus ROSA26 de raton se
podria lograr mediante la introduccion dirigida por nucleasas de bibliotecas de anticuerpos usando CRISPR/Cas9
como se describe en el Ejemplo 20. Aqui, la integracion dirigida por nucleasas a través de CRISPR/Cas9 podria
demostrarse utilizando el "kit de vector de nucleasa CRISPR Geneart" (Lifetech A21175). En este sistema, un
promotor de ARN polimerasa Ill U6 impulsa la expresion de un ARN CRIPSR complementario (ARNrc)
complementario que esta vinculado a un ARNrc trans-activador (ARNtracr). EI ARNcr y el ARNtracr juntos forman un
ARN guia que dirige la especificidad de escision de una proteina Cas9 codificada en el mismo "vector de nucleasa
CRISPR GeneArt" (véanse las instrucciones del fabricante). El vector se proporciona como un plasmido linealizado
en el que se clona un oligonucleétido bicatenario corto con salientes 3' apropiados. La especificidad de escision se
determina entonces por la secuencia del segmento clonado. Se disefiaron 2 secuencias de direccionamiento
diferentes para dirigir la escision al ROSA26 de ratén codificado por los cebadores 2701/2702 y 2703/2704 (véase la
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Tabla 10).

Como alternativa, se han descrito nucleasas con dedos de cinc que se escinden dentro del locus ROSA26 [34].
Podrian construirse en un vector de expresion apropiado como se describe para la meganucleasa Sce-l (Figura 16,
ejemplo 11).

La integracidn mediada por nucleasas del plasmido donante pINT19 daria lugar a clones que expresan un
anticuerpo secretado que podria unirse al receptor endégeno o al ligando dando como resultado un antagonismo
[105,107] o un agonismo [47,106,108] de las vias de sefalizacion del receptor. Para permitir el enlace entre el
fenotipo celular y la actividad funcional del anticuerpo secretado, las células pueden colocarse en placas a una
densidad baja en medios semisélidos, de modo que las colonias individuales se propagan y la expresion del
anticuerpo se puede iniciar a través de un promotor inducible [105]. Como alternativa, podria emplearse un promotor
constitutivo para la expresién génica del anticuerpo. Los medios semisoélidos mantendrian una concentracién local
elevada del anticuerpo expresado de manera endégena, de modo que cualquier cambio fenotipico especifico de una
colonia que surja de una célula individual sera causado por el anticuerpo Unico expresado a partir de ese clon
particular. Si se empleara un indicador de respuesta rapida, tal como el promotor Rex o Nanog fusionado con un gen
indicador, seria posible colocar en placas las células a una baja densidad en medios semisolidos, recolectarlas y
luego cribarlas por citometria de flujo. Como alternativa, el codon de terminacion aguas abajo del gen del anticuerpo
en pINT19 podria reemplazarse por un dominio transmembrana para permitir la uniéon del anticuerpo a la superficie
celular. El codén de terminacién aguas abajo del gen del anticuerpo en pINT19 también podria reemplazarse por
una secuencia sefial de retencién del reticulo endoplasmico (ER) para permitir la retenciéon de anticuerpos en el ER 'y
la posible regulaciéon negativa de un receptor diana expresado de manera enddgena o cualquier proteina o péptido
secretado. pINT19 esta disefiado especificamente para dirigirse al locus ROSA26 de ratén y puede emplearse para
el cribado fenotipico de anticuerpos o moléculas de unién alternativas en células de ES de ratéon. Sin embargo, los
métodos de integracion de anticuerpos o genes de moléculas de aglutinantes dirigidos por nucleasas también
podrian aplicarse a otros cribados funcionales, tal como los descritos utilizando el enfoque lentiviral
[47,106,107,108].
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cctgectgaac
gcagtcegge
cctgtectcee
cgaagtgacc
ctaataaaag
tgtttgeccecce
ctaataaaat
tggggtgggg
acattgatta
atatatggag
cgacccccge
tttccattga
agtgtatcat
gcattatgece
agtcatcget
gtttgactca
gcaccaaaat
gggcggtagg
gatcctcact
gacaaactct
gtactecegee
gaaaggcgtc

ggtggeggte

71

gacgtggcca
gcagctageg
agagtgacca
cagaagccag
gtgccaagcea
ctccagccag
ttcggccaag
ttcecectecct
aacttctacc
aactcccagg
accctgaccc
caccagggcc
cttacgacgt
tcececeegtge
gaggaaattg
caggacagca
ttgactagtt
ttcecgegtta
ccattgacgt
cgtcaatggg
atgccaagtc
cagtacatga
attaccatag
cggggatttce
caacgggact
cgtgtacggt
ctctteccgea
tcgeggtett
accgagggac
taaccagtca

ggggttgttt

ccatgagggce
acatccagat
tcacctgtag
gtaaggctce
gattcagegg
aggacatcgc
ggaccaaggt
ccgacgagca
ctcgggagge
aatccgtcac
tgtccaaggce
tgtecctetee
gatcageccte
ctteccttgac
catcgcattg
agggggagga
attaatagta
cataacttac
caataatgac
tggagtattt
cgccccctat
ccttacggga
tgatgcggtt
caagtctcca
ttccaaaatg
gggaggtcta
tcgctgtetg
tccagtactce
ctgagcgagt
cagtcgcaag

ctggcggagg

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000



tgctgectgat
gtggcaggct
tctgegetaa
ctggccatac
tcccaggtece
atcctcttct
ggacatatat
ccaggtccaa
gacctgcacc
acctggacga
ttcagctctce
gagactcagc
ttataggcett
gggccccagce
cctgggetge
cgetectgacce
cctgagcagce
cgtggaccac
ggaatgccec
aaagcccaag
cgtgtcccac
caacgccaag
gctgaccgtg
caagggcctg
gcctcaggtg
gacctgecte
ccagcecgag
cctgtacage
cagcgtgatg
cggcaaggga
aaagttacta

agaggatctg

gatgtaatta
tgagatccag
gattgtcagt
acttgagtga
aagtttgtgg
tggtagcaac
atgggtgaca
ctgcaggaga
gtgtctggca
ggtcttgagt
aaatccagag
agcgtgacag
gactactggg
gtgttcecctce
ctggtcaagg
agecggegtge
gtggtcaccg
aagcccagca
ccctgteceg
gacaccctga
gaggaccccg
accaagccca
gtgcaccagg
cctgececcea
tacacactgc
gtgaagggct
aacaactaca
aagctgacag
cacgaggccc
tccaaggtaa
ctaactaacc

aatgctgtgg

ES 2712632713

aagtaggcgg
ctgttggggt
ttccaaaaac
caatgacatc
aaattaatac
agctacaggt
atgacatcca
gcggtecagg
gcaccttcag
ggattggaat
tgacaatgct
ccgecgacac
gtcaaggcag
tggceccectg
actacttccce
acacctttce
tgcccagecag
acaccaaggt
ctecctecagt
tgatcagceg
aggtgcagtt
gagaggaaca
actggctgaa
tcgagaaaac
cccccagcecg
tctaccccag
agaccaccce
tggacaagag
tgcacaacca
gtttaaacat
ctgattattt

gccaggacac

tcttgagacg
gagtactccc
gaggaggatt
cactttgeet
gacgtggcca
aaggggttaa
ctttgecttt
tettgtgaga
cggctatggt

gatttggggt
ggtagacacc
cgcggtcetat
cctegtcaca
tagcagaagc
cgagcecgtg
ageccegtgetg
caacttcgge
ggacaagacc
ggctggacct
gacccccgaa
caattggtac
gttcaacagc
cggcaaagag
catcagcaag
ggaagagatg
cgatatcgece
cceccatgetg
ccggtggcag
ctacacccag
atatataact

aaattttcag

gcaggaggte

72

gcggatggte
tctcaaaagc
tgatattcac
ttectetecac
ccatgagttg
cagtagcagg
ctctccacag
cctageccaga
gtaaactggg
gatggaaaca
agcaagaacc
tattgtgcaa
gtctcgagtg
accagcgaga
accgtgtect
cagagcagcg
acccagacct
gtggaacgga
tcegtgttee
gtgacctgeg
gtggacggcg
accttccggg
tacaagtgceg
accaagggcce
accaagaacc
gtggaatggg
gacagcgacg
cagggcaacg
aagtccctga
ttaaataatt

gaacaaaaac

atecgtggtge

gaggtgaggt
gggcattact
ctggcccgat
aggtgtccac
gagctgtatce
cttgaggtct
gcgccatgge
ccectgagecet
tgagacagcce
cagactataa
agttcagcct
gagagagaga
ccagcaccaa
gcacagccgce
ggaactctgg
gcctgtacag
acacctgtaa
agtgctgcgt
tgttccccece
tggtggtgga
tggaagtgca
tggtgtccgt
ccgtctccaa
agcctecgega
aggtgtccct
agagcaacgg
gctcattett
tgttcagetg
gcctgageece
ggcattattt
tcatctcaga

cacactcctt

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920



10

<210>2

gccctttaag
ccttatcate
actttaaata
ttttttttte
tgttgtttge
ttcctaataa
gggtggggtyg

ggatggcccg

<211> 233
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

gtggtggtga
ctcatcatge
atgccaatta
ctgcaggggt
ccctecceeeg
aatgaggaaa
gggcaggaca

ggcatgataa

ES 2712632713

tctcagccat
tttggcagaa
tttaaagtta
agtaatcagc
tgccttectt
ttgcatcgeca

gcaaggggga

cttcgtataa

cctggcecectg
gaagccacgt
ctgactctct
ctcgactgtg
gaccctggaa
ttgtctgagt
ggattgggaa

tgtatgctat

gtggtgctca
tagtaacagg
ctgcttacga
ccttctagtt
ggtgccactc
aggtgtcatt
gacaatagca

acgaagttat

<223> Lider BM40, secuencia D1.3 VL humanizada y C kappa humana

<400> 2

Met

Ala

Ser

His

Ala

Val

Asn

Ala Trp

Ser Asp

20

Gly Asp

Tyr Leu

50

Leu

65

Phe

Leu

Thr

Ala

Leu

Ser

Gln

Pro

Ala

Ile Tyr

Ser

Gly

Glu
100

Pro

Arg Thr

115

Ala Pro

130

Ile Phe Phe

Ile Gln Met

Arg Val Thr

Ala Tyr

55

Trp

Thr
70

Tyr Thr

Gly Ser

85

Gly

Asp Ile Ala

Phe Gly Gln

Val Phe

135

Ser

Leu Leu

Thr Gln

25

Ile Thr

40

Gln Gln

Thr Leu

Thr Asp

Thr Tyr

105

Gly Thr

120

Ile Phe

73

Cys

10

Ser

Cys

Lys

Ala

Tyr

90

Tyr

Lys

Pro

Leu Ala

Ser

Pro

Arg Ala

Gly

Ser

Ser

ccatcatctc
taagagtgta
cgcttettet
gccagccatc
ccactgtcct
ctattctggg

ggcatgctgg

gtatac

Ala
15

Arg
Ser

Leu

Gly Asn

45

Pro Gly

Asp
75

Gly
Thr Phe
Gln

Cys

Vval Glu

Lys

Val

Thr

His

Ile

Ala Pro

Pro Ser

Ile Ser

95

Phe
110

Trp

Lys Arg

125

Pro Ser

140

Asp

Glu Gln

Leu

Ala

Ile

Lys

Arg

80

Ser

Ser

Thr

Leu

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5396
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15

20

25

<210> 3
<211>15
<212> PRT

Lys Ser Thr

145

Gly

Arg Glu Ala Lys

Gln Glu

180

Asn Ser

Ser Ser

195

Ser Leu

Leu Ala

210

Lys Tyr

Thr
225

Lys Ser Phe

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia lider 1

<400> 3

<210> 4
<211> 449
<212> PRT

Ala

Val

165

Ser

Thr

Cys

Asn

ES 2712632713

Ser

150

Gln

Val

Leu

Glu

Arg
230

Val

Trp

Thr

Thr

val

215

Gly

Val

Lys

Glu

Leu

200

Thr

Glu

Cys

Val

Gln

185

Ser

His

Cys

Leu

Asp

170

Asp

Lys

Gln

Leu

155

Asn

Ser

Ala

Gly

Asn

Ala

Lys

Asp

Leu
220

Phe Pro

160

Asn Tyr

Gln Ser

175

Leu Gly

Ser Thr

130

Asp Tyr

Tyr Glu His

205

Lys

Ser Ser Pro Val

Met Ser Trp Ser Cys Ile Ile Leu Phe Leu Val Ala Thr Ala Thr

1

<213> Secuencia artificial

<220>

5

10

15

<223> Secuencia lider 2 y D1.3 VH, dominio CH1, Bisagra, dominios CH2 y CH3

<400> 4

Gly Ala Met Ala
1

Arg Pro Ser Gln
20

Phe Ser Gly Tyr
35

Leu Glu Trp Ile

Gln Val Gln

5

Thr Leu Ser

Gly Val Asn

Gly Met Ile

Leu Gln Glu Ser Gly

10

Leu Thr Cys Thr Val

25

Trp Val Arg Gln Pro

40

Trp Gly Asp Gly Asn

74

Pro Gly Leu Val
15

Ser Gly Ser Thr
30

Pro Gly Arg Gly
45

Thr Asp Tyr Asn



Ser

65

Gln

Tyr

Gly

Phe

Leu

145

Trp

Leu

Ser

Pro

Glu

225

Leu

Glu

Gln

Lys

50

Ala

Phe

Tyr

Ser

Pro

130

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

210

Cys

Phe

val

Phe

Pro
290

Leu

Ser

Cys

Leu

115

Leu

Cys

Ser

Ser

Asn

195

Asn

Pro

Pro

Thr

Asn

275

Arg

Lys

Leu

Ala

100

val

Ala

Leu

Gly

Ser

180

Phe

Thr

Pro

Pro

Cys

260

Trp

Glu

Ser

Arg

Arg

Thr

Pro

vVal

Ala

165

Gly

Gly

Lys

Cys

Lys

245

Val

Tyr

Glu

ES 2712632713

Arg

70

Leu

Glu

val

Cys

Lys

150

Leu

Leu

Thr

Val

Pro

230

Pro

Val

val

Gln

55

vVal

Ser

Arg

Ser

Ser

135

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

215

Ala

Lys

Vval

Asp

Phe
295

Thr

Ser

Asp

Ser

120

Arg

Tyr

Ser

Ser

Thr

200

Lys

Pro

Asp

Asp

Gly

280

Asn

75

Met

Val

Tyr

105

Ala

Ser

Phe

Gly

Leu

185

Tyr

Thr

Pro

Thr

Val

265

val

Ser

Leu

Thr

90

Arg

Ser

Thr

Pro

Val

170

Ser

Thr

Val

Val

Leu

250

Ser

Glu

Thr

val

75

Ala

Leu

Thr

Ser

Glu

155

His

Ser

Cys

Glu

Ala

235

Met

His

Val

Phe

60

Asp

Ala

Asp

Lys

Glu

140

Pro

Thr

val

Asn

Arg

220

Gly

Ile

Glu

His

Arg
300

Thr

Asp

Tyr

Gly

125

Ser

Val

Phe

val

Val

205

Lys

Pro

Ser

Asp

Asn

285

vVal

Ser

Thr

Trp

110

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

190

Asp

Cys

Ser

Arg

Pro

270

Ala

Val

Lys

Ala

95

Gly

Ser

Ala

vVal

Ala

175

val

His

Cys

vVal

Thr

255

Glu

Lys

Ser

Asn

80

Val

Gln

Val

Ala

Ser

160

Val

Pro

Lys

Val

Phe

240

Pro

Val

Thr

Val



10

15

20

Leu Thr Val
305

Ala Val Ser

Lys Thr Lys

Ser Arg Glu
355

Lys Gly Phe
370

Gln Pro Glu
385

Gly Ser Phe

Gln Gln Gly

Asn His Tyr
435

Lys
<210>5

<211> 60

<212> PRT

<213> Attificial

<220>

Val

Asn

Gly

340

Glu

Tyr

Asn

Phe

Asn

420

Thr

His

Lys

325

Gln

Met

Pro

Asn

Leu

405

Val

Gln

ES 2712632713

Gln

310

Gly

Pro

Thr

Ser

Tyr

390

Tyr

Phe

Lys

Asp

Leu

Arg

Lys

Asp

375

Lys

Ser

Ser

Ser

Trp

Pro

Glu

Asn

360

Ile

Thr

Lys

Cys

Leu
440

Leu

Ala

Pro

345

Gln

Ala

Thr

Leu

Ser

425

Ser

Asn

Pro

330

Gln

Vval

val

Pro

Thr

410

Val

Leu

Gly

315

Ile

Vval

Ser

Glu

Pro

395

Val

Met

Ser

Lys

Glu

Tyr

Leu

Trp

380

Met

Asp

His

Pro

Glu

Lys

Thr

Thr

365

Glu

Leu

Lys

Glu

Gly
445

<223> Epitopo Myc, espaciador PDGFR y region transmembrana (TM) PDGFR

<400> 5

Glu Gln Lys Leu Ile Ser Glu Glu Asp Leu Asn Ala Val

5

10

Thr Gln Glu Val Ile Val Val Pro His Ser Leu Pro Phe

20

25

Tyr

Thr

Leu

350

Cys

Ser

Asp

Ser

Ala

430

Lys

Gly

Lys

Ile

335

Pro

Leu

Asn

Ser

Arg

415

Leu

Gly

Gln
15

Cys

320

Ser

Pro

Val

Gly

Asp

400

Trp

His

Ser

Asp

Lys Val val

30

Val Ile Ser Ala Ile Leu 2Ala Leu Val Val Leu Thr Ile Ile Ser Leu

35

40

Ile Ile Leu Ile Met Leu Trp Gln Lys Lys Pro Arg

50

<210>6

<211> 1542

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

55

76

45

60
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15

<223> fragmento de construccion donante pD1-huD1.3 que contiene brazo de homologia izquierdo AAVS1, sitio

ES 2712632713

de aceptor de corte y empalme, gen blasticidina, SV40 poliA

<400> 6

<210>7

ggtaccgaat
tttctgtctg
gcctecttea
gcccaaggat
gagcggatcce
atgccgtcett
cgtttettag
taggcctgeca
agccacctct
gtcacctctce
gcaagctctt
tcttecteca
atcctgtgtce
ttctgggtac
tcttetette
tgaaagagca
tgcegcetetg
cggaccatgce
gacctgtatc
tcggcaggtg
acagcctacc
atgagcttgg
attccaccge
ggatgatcct

ttgcagctta

ttttttcact

<211> 924
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

tcgeectttg
cagcttgtgg
ggttcegtet
gctcttteeg
tcececegtgte
cactcgectgg
gatggccette
tcatcacegt
ccatcctett
actcctttca
ccagccccect
acccgggecce
ccecgagetgg
ttttatctgt
ctcccacagg
accgctacta
tccagegacg
gcagagctgg
gtggccattg
ctgctggatce
gccgteggta
cttcgaaatg
cgccttetat
ccagcgeggg
taatggttac

gcattctagt

ctttctctga
cctgggtcac
tcctecacte
gagcacttcc
tgggtcctcet
gttcccetttt
tccgacggat
ttttctggac
gctttetttg
tttgggcagce
gtcatggcat
ctatgtccac
gaccacctta
ccectceccace
gcatggcaaa
tcaacagcat
ggagaatctt
tggtecctggg
gcaacgaaaa
tgcatcctgg
tcegtgaact
accgaccaag
gaaaggttgg
gatctcatgce

aaataaagca

tgtggtttaa

cctgcecattet
ctctacggcet
cctettecece
ttcteggege
ccgggcatcet
ccttceteett
gtctcececettg
aaccccaaag
cctggacacce
tcecectacce
cttccagggg
ttcaggacag
tattcccagg
ccacagtggg
acctctgagce
ccccatctee
caccggtgtg
gactgcagce
taggggcatc
catcaaggca
gctgcectage
cgacgcccaa
gcttcggaat
tggagttectt

atagcatcac

ttaagtcaat

ctccectggg
ggcccagatc
ttgctctetg
tgcaccacgt
ctectecete
ctggggcectg
cgteceegecet
tacccegtet
ccgttetect
cccttaccte
tccgagaget
catgtttget
gccggttaat
gcaagatgca
caggaagaaa
gaagactatt
aacgtctacc
gctgcagecg
ctgtcececcat
attgtcaaag
ggctatgtct
cctgcecatca
cgttttecegg
cgcccaccece

aaatttcaca

tc

cctgtgecge
cttecectgece
ctgtgttget
gatgtcctcet
acccaacccce
tgccatctct
ccccttettg
ccectggettt
gtggattcgg
tctagtctgt
cagctagtct
gcctceccaggg
gtggctctgg
tcttctgace
gcacactgat
ctgtggctag
actttacagg
ctggtaatct
gcggeaggtg
actctgatgg
gggagggata
cgagatttcg
gacgccggcet
aacttgttta

aataaagcat

<223> Fragmento pD1-huD1.3 que contiene el brazo de homologia derecho AAVS1

<400>7

77

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1542
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tggccecggge atgataactt cgtataatgt atgctatacg aagttatgta tacggcgcege 60
ccactaggga caggattggt gacagaaaag ccccatcctt aggcctcctce cttectagtce 120
tcctgatatt gggtctaacc cccacctect gttaggcaga ttccttatcet ggtgacacac 180
ccccatttee tggagccatce tetctecttg ccagaaccte taaggtttge ttacgatgga 240
gccagagagg atcctgggag ggagagettg gcagggggtg ggagggaagg gggggatgeg 300
tgacctgecece ggttctcagt ggccaccetg cgctaccete tcccagaacce tgagetgetce 360
tgacgcgget gtectggtgeg tttcactgat cctggtgetg cagetteccectt acacttecca 420
agaggagaag cagtttggaa aaacaaaatc agaataagtt ggtcctgagt tctaactttg 480
gctecttcace tttctagtce ccaatttata ttgttecctece gtgegtcagt tttacctgtg 540
agataaggcc agtagccagce cccgtcctgg cagggctgtg gtgaggaggg gggtgtccgt 600
gtggaaaact ccctttgtga gaatggtgcg tcctaggtgt tcaccaggtce gtggccgect 660
ctactccectt tctetttete catcettett teccttaaaga gtccccagtg ctatctggga 720
catattcctec cgcccagage agggtcccge ttececctaagg cecctgetetg ggettetggg 780
tttgagtcct tggcaagcce aggagaggcg ctcaggettce cctgtcecccece ttectegtec 840
accatctcat gcccctgget ctectgecce tteccctacag gggttecctgg ctetgetcetg 900
acgcgtgtat actcgatctt tccecg 924

<210>8

<211>132

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Gen de resistencia a blasticidina sintético

<400> 8

Met Ala Lys Pro Leu Ser Gln Glu Glu Ser Thr Leu Ile Glu Arg Ala
1 5 10 15

Thr Ala Thr Ile Asn Ser Ile Pro Ile Ser Glu Asp Tyr Ser Val Ala
20 25 30

78
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15

20

<210>9

Ser

Tyr

Ala

His

Ala
35

Leu

Phe Thr

50

Ala

65

Asn

Leu

Gly

Vval

Ala

Glu

Leu

Gln

Trp

Ala Ala

Asn

Arg

Leu
100

Asp

Pro Thr

115

Glu Gly

130

<211>734
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Vector pD6 para la expresion scFv-Fc, fragmento del sitio Nco1 al sitio Pmel que contiene un fragmento

ES 2712632713

Ser Ser Asp

Pro
55

Gly Gly

Ala Ala

70

Gly

Gly Ile Leu

85

His Pro Gly

Ala Val Gly

Gly
40

Arg

Cys Ala

Asn Leu

Ser Pro

Ile Lys

105

Ile
120

Arg

Ile

Glu

Thr

Cys

90

Ala

Glu

Phe Thr

Gly

Val Asn

45

Val
60

Leu

Cys Ile

75

Gly Arg

Ile

val

Leu Leu

Val

Vval

Cys

Lys

Pro

Leu Gly

Ala

Ile

Gln
95

Arg

Asp Ser

110

Ser Gly

125

(ultimos 4 aminoacidos) de la secuencia lider, el dominio CH2 completo y el dominio CH3

<400> 9

ggcgeccatgg
gctggacctt
acccccgaag
aattggtacg
ttcaacagca
ggcaaagagt
atcagcaaga
gaagagatga
gatatcgeccg
cccatgetgg
cggtggcagce

tacacccaga

tatataactt

<210> 10

<211>4

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

cccaggtege
ccgtgttect
tgacctgegt
tggacggegt
cctteecgggt
acaagtgcge
ccaagggcca
ccaagaacca
tggaatggga
acagcgacgg
agggcaacgt
agtccctgag

taaa

ggccgecgtyg
gttceccecca
ggtggtggac
ggaagtgcac
ggtgtcegtg
cgtctccaac
gcctegegag
ggtgtccctg
gagcaacggc
ctcattctte
gttcagctge

cctgagceccece

gaatgcccecee
aagcccaagg
gtgtcccacg
aacgccaaga
ctgaccgtgg
aagggcctge
cctcaggtgt
acctgcctceg
cagcccgaga
ctgtacagca
agcgtgatge

ggcaagggat

79

cctgtecege
acaccctgat
aggaccccga
ccaagcccag
tgcaccagga
ctgcceccat
acacactgcce
tgaagggctt
acaactacaa
agctgacagt
acgaggccct

ccaaggtaag

tcctcecagtg
gatcagcegg
ggtgcagttc
agaggaacag
ctggctgaac
cgagaaaacc
ccccagecgg
ctaccccage
gaccacccce
ggacaagagc
gcacaaccac

tttaaacata

Val

Thr

Gly

80

Vval

Asp

Tyr

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

734
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15

20

ES 2712632713

<223> Vector pD6, fragmento al final de la secuencia lider

<400> 10

<210> 11
<211> 219
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Vector pD6 dominios CH2 y CH3

<400> 11

Ala Pro

Lys Asp

Val Asp

Asp Gly

50

Phe Asn

65

Asp

Leu

Trp

Pro

Glu

Pro

Thr

val

35

Val

Ser

Leu

Ala

Pro
115

Val

Leu

20

Ser

Glu

Thr

Asn

Pro

100

Gln

Ala Gly

Met Ile

His Glu

Val His

Phe Arg

70

Gly Lys
85

Ile Glu

Val Tyr

Lys Asn Gln Val Ser Leu

Asp

145

Lys

Ser

Ser

Ser

130

Ile

Thr

Lys

Cys

Leu
210

Ala

Thr

Leu

Ser

195

Ser

Val

Pro

Thr

180

Val

Leu

Glu Trp
150

Pro Met

165

Val Asp

Met His

Ser Pro

Gly Ala Met Ala

1

Pro

Ser

Asp

Asn

55

Val

Glu

Lys

Thr

Thr
135

Glu

Leu

Lys

Glu

Gly
215

Ser

Arg

Pro

40

Ala

Val

Tyr

Thr

Leu

120

Cys

Ser

Asp

Ser

Ala

200

Lys

80

Val

Thr

25

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile

105

Pro

Leu

Asn

Ser

Arg

185

Leu

Gly

Phe

10

Pro

val

Thr

Val

Cys

90

Ser

Pro

Val

Gly

Asp

170

His

Ser

Leu Phe

Glu Val

Gln Phe

Lys Pro

60

Leu Thr

75

Ala Val

Lys Thr

Ser Arg

Lys Gly
140

Pro

Thr

Asn

45

Arg

Val

Ser

Lys

Glu

125

Phe

Pro

Cys

30

Trp

Glu

Val

Asn

Gly

110

Glu

Tyr

Lys

15

Val

Tyr

Glu

His

Lys

95

Gln

Met

Pro

Pro

Val

Val

Gln

Gln

80

Gly

Pro

Thr

Ser

Gln Pro Glu Asn Asn Tyr

155

160

Gly Ser Phe Phe Leu Tyr

175

Gln Gln Gly Asn Val Phe

190

Asn His Tyr Thr Gln Lys

Lys

205



10

15

20

25

<210> 12
<211> 60
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Fragmento de la secuencia del vector pD4 anterior y que incluye el inicio del brazo de homologia izquierdo

AAVS1

<400> 12
ggtaccgaat tcgccectttg ctttctctga cctgceattct ctcecectggg cetgtgecge

<210> 13

<211> 3933
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Fragmento de la secuencia del vector pD4 que incluye el final del AAVS1 LHA, sitio FRT, sitio Lox2272,
sitio de meganucleasa 1-Scef, sitio de unién a GFP izquierdo TALEN, sitio de unién a GFP derecho TALEN,

ES 2712632713

60

T2A, GFP, promotor PGK, puromicina delta TK, sitio loxP e inicio de AAVS1 RHA

<400> 13

ttectgggtac
attccgaagt
atcctatacg
gtcgccacca
cacagggcct
acgtggagga
tgcccatcect
agggcgaggg

agctgccegt

ttttatctgt
tcctattcte
aagttatgceg
tggtgagcaa
agagagatct
gaatccecgga
ggtcgagetg
cgatgccacc

gcecctggece

ccecctcecace
tagaaagtat
atcgetcgeg
gggcgaggag
ggcagcggag
ccgatggtga
gacggcgacg
tacggcaagc

accctcgtga

ccacagtggg
aggaacttcg
cgtagggata
ctgttcactt
agggcagagg
gcaagggaga
tgaacggcca
tgaccctgaa

ccaccctgac

81

gcaagatgca
accataactt
acagggtaat
ctgacctctt
aagtcttcta
agaactcttce
caagttcagc
gttcatctge

ctacggegtg

tgaagttcecct
cgtataaagt
aagtccaccg
ctcttectee
acatgcggtg
accggggtgg
gtgtceggeg
accaccggca

cagtgcttca

60

120

180

240

300

360

420

480

540



gccgctaccee
acgtccagga
tgaagttcga
aggacggcaa
tcatggceccga
aggacggcag
ccgtgetget
acgagaagcg
gcatggacga
atgatggcac
cctgtgette
cagccatctg
actgtccttt
attctggggg
catgctgggg
agcatgegcet
cacacattcc
gccaccttct
caggacgtga
tgagcaatgg
tttectggget
gggcggggcg
cacgtctgec
ccaccatggg
gggccgtacg
accecggaccg
ggctegacat
cgcecggagag
tgagecggttc
ccaaggagcc
gtctgggcag

ccttecetgga

cgaccacatg
gcgcaccatc
gggcgacacc
catcctgggg
caagcagaag
cgtgcagctc
gcccgacaac
cgatcacatg
gctgtacaag
gctgcceatg
tgctaggatc
ttgtttgeece
cctaataaaa
gtggggtggg
atggcccaat
ttagcagecece
acatccaccg
actcctceccce
caaatggaag
aagcgggtag
cagaggctgg
ggcgcccgaa
gcgetgttet
gaccgagtac
caccctegece
ccacatcgag
cggcaaggtg
cgtcgaageg
ccggetggece
cgegtggtte
cgccgtegtg

gacctecegeg

ES 2712632713

aagcagcacg
ttcttcaagg
ctggtgaacc
cacaagctgg
aacggcatca
gccgaccact
cactacctga
gtecctgetgg
aagctgagcc
tcttgtgece
aatgtgtagg
ctcececegtg
tgaggaaatt
gcaggacagc
tctaccgggt
cgetgggecac
gtaggcgcca
tagtcaggaa
tagcacgtct
gectttgggg
gaaggggtgg
ggtcctccgg
cctettecte
aagcccacgg
gccgegttceg
cgggtcaceg
tgggtcgegg
ggggcggtgt
gcgcagcaac
ctggeccacceg
ctcececeggag

cccegecaace

acttcttcaa
acgacggcaa
gcatcgagct
agtacaacta
aggtgaactt
accagcagaa
gcacccagtc
agttcgtgac
acggcttcecc
aggagagcgyg
tgatcagcct
ccttecttga
gcatcgcatt
aagggggagg
aggggaggcyg
ttggegetac
accggctceceg
gttccececcece
cactagtctc
cagcggccaa
gtccggggge
aggcccggca
atctcecggge
tgegectege
ccgactaccce
agctgcaaga
acgacggcgce
tcgecgagat
agatggaagg
teggegtete
tggaggegge

tcecectteta

82

gtccgecatg
ctacaagacc
gaagggcatc
caacagccac
caagatccge
cacccccatce
cgcectgage
cgcegecggg
gceggeggtg
gatggaccgt
cgactgtgcc
ccctggaagg
gtctgagtag
attgggaaga
cttttcccaa
acaagtggcce
ttctttggtg
gcceccgcage
gtgcagatgg
tagcagcettt
gggctcaggg
ttctgcacge
ctttcgacct
cacccgegac
cgccacgcgce
actcttecte
cgcggtggeg
cggcececgege
cctectggeg
gcecgaccac
cgagcgegec

cgagcggcete

cccgaaggcet
cgcgccgagyg
gacttcaagg
aacgtctata
cacaacatcg
ggcgacggcce
aaagacccca
atcactcacg
gcggcgcagyg
caccctgcag
ttctagttgc
tgccactceee
gtgtcattct
caatagcagg
ggcagtctgg
tetggecteg
gccecttege
tcgegtegtg
acagcaccgc
gctecttege
gcgggctcag
ttcaaaagcg
gcagccaacg
gacgtceccee
cacaccgtcg
acgecgegteg
gtctggacca
atggccgagt
ccgcaccggce
cagggcaagg
ggggtgeceg

ggcttcaccg

600

660

720

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1320

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460



10

15

20

tcaccgccga
gtgccggatce
aaaccaccac
ccgageccgat
ccacacaaca
caagcgccca
atatcggggg
accgccatcc
tgacccccca
acatcgtgtt
gcceccggega
ttgccaatac
tttcggggac
cccatategg
gcgacctgta
tgcacgtctt
aacttacctc
gcgacctgge
ctgatcagce
gccttecttg
tgcatcgcecat
caagggggag
ttctgaggeg
agcggccggce

agggcgcgcc

<210> 14
<211>20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

cgtcgaggtyg
catgcccacg
cacgcaactg
gacttactgg
ccgectcecgac
gataacaatg
ggaggctggg
catcgeegece
ggcegtgetg
gggggccctt
gcggettgac
ggtgeggtat
ggccgtgecg
ggacacgtta
caacgtgttt
tatcctggat
cgggatggtc
gcgcacgttt
tcgactgtge
accctggaag
tgtctgagta
gattgggaag
gaaagaacca
cctataactt

cactagggac

ES 2712632713

cccgaaggac
ctactgcggg
ctggtggcce
caggtgctgg
cagggtgaga
ggcatgccectt
agctcacatg
ctecctgtget
gegttegtgg
ccggaggaca
ctggctatge
ctgcagggeg
ccccagggtg
tttaccetgt
gcctgggect
tacgaccaat
cagacccacg
gccegggaga
cttctagttg
gtgccactce
ggtgtcattce
acaatagcag
gctggggcte
cgtataatgt

aggattggtg

cgcgcacctg
tttatataga
tgggttegeg
gggcttccga
tatcggeccgg
atgccgtgac
ccccgeecea
acccggecgce
ccecteateee
gacacatcga
tggcecgegat
gcgggtegtg
ccgagcccca
ttecgggececcecce
tggacgtctt
cgcccgecgg
tcaccaccce
tgggggagge
ccagccatct
cactgtcctt
tattctgggg
gcatgctggg
gagatccact
atgctatacg

aca

gtgcatgacc
cggtcctcac
cgacgatatc
gacaatcgcg
ggacgcggceg
cgacgeccgtt
ggccctcacce
gcgatacctt
gccgaccttg
ccgecetggece
tcgeegegtt
gcgggaggat
gagcaacgcg
cgagttgcetg
ggccaaacgc
ctgcecgggac
cggctccata
taactgagct
gttgtttgee
tcctaataaa
ggtggggtgg
gatgcggtgg
agttctagcce

aagttatcag

cgcaagcccg
gggatgggga
gtctacgtac
aacatctaca
gtggtaatga
ctggctceetce
ctcatcttceg
atgggcagca
cccggcacaa
aaacgccagce
tacgggetge
tggggacagc
ggcccacgac
gcccccaacg
ctccgtecca
gccctgetge
ccgacgatct
ctagagctcg
cctceceegt
atgaggaaat
ggcaggacag
gctctatgge
tcgaggctag

gtaagttaac

<223> Fragmento de pD4 que incluye el final del brazo de homologia derecho (RHA) AAVS1

<400> 14
tctgctctga cgcgtgtata 20

<210> 15
<211> 53
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Fragmento de pD4 que comprende T2A y el inicio de la secuencia EGFP

<400> 15

83

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3933



10

15

20

25

30

35

Gly Ser
1
Glu Asn
Val val
Phe Ser
50
<210> 16
<211> 69
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Fragmento de pD4 que comprende la parte terminal de la secuencia EGFP y la secuencia PEST de Mu

ornitina descarboxilasa

ES 2712632713

Gly Glu Gly Arg Gly Ser Leu Leu Thr Cys Gly
5 10

Pro Gly Pro Met Val Ser Lys Gly Glu Glu Leu
20 25

Pro Ile Leu Val Glu Leu Asp Gly Asp Val Asn
35 40 45

Val Ser Gly

Lys Arg Asp His Met Val Leu Leu Glu Phe Val
5 10

Thr His Gly Met Asp Glu Leu Tyr Lys Lys Leu
20 25

Pro Ala Val Ala Ala Gln Asp Asp Gly Thr Leu
35 40 45

Gln Glu Ser Gly Met Asp Arg His Pro Ala Ala
55 60

Ile Asn Val

<223> Fragmento inicial de la secuencia purodelta TK codificada por pD4

Asp Val Glu
15

Phe Thr Gly
30

Gly His Lys

Thr Ala Ala
15

Ser His Gly
30

Pro Met Ser

Cys Ala Ser

Met Gly Thr Glu Tyr Lys Pro Thr Val Arg Leu Ala Thr Arg Asp Asp

<400> 16
Asn Glu
1
Gly Ile
Phe Pro
Cys Ala
50
Ala Arg
65
<210> 17
<211> 18
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<400> 17
1
Val Pro
<210> 18
<211>15
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Fragmento terminal de la secuencia puromicina delta TK codificada por pD4

5 10

84

15
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15

20

25

30

<400> 18

Cys Asp Leu Ala Arg Thr Phe Ala Arg Glu Met Gly Glu Ala Asn

1

<210> 19

<211> 1098
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia del plasmido donante para la integracion en los sitios FIp/GFP TALEN (pD5), fragmento que
precede al casete de expresion de anticuerpo D1.3

<400> 19

ggtaccgaat
tcagctagte
tgcctceccagg
tgtggctctg
atgaagttcc
tcgtataaag
taagtccacc
caaaacctct
gcatccccat
tcttcaccgg
tggggactge
aaaatagggg
ctggcatcaa
aactgctgcece
cgaccaagcg
aaggttggge
tctcatgetg
ataaagcaat

tggtttaatt

<210> 20
<211> 931
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia del plasmido donante para la integracion en los sitios FIp/GFP TALEN (pD5), fragmento que

tecctagetet
ttcttectee
gatcctgtgt
gttctgggta
tattccgaag
tatcctatac
ggtcgcecacce
gagccaggaa
ctccgaagac
tgtgaacgtc
agccgcetgea
catcctgtee
ggcaattgte
tagcggctat
acgcccaacc
ttcggaatceg
gagttcttcg
agcatcacaa

aacaattc

ES 2712632713

5

tccagcccece
aacccgggcc
ccccgagetg
cttttatctg
ttecctattcet
gaagttatgc
atggtcttct
gaaagcacac
tattctgtgg
taccacttta
gccgetggta
ccatgcggca
aaagactctg
gtctgggagg
tgccatcacg
ttttcecggga
cccaccccaa

atttcacaaa

sigue al casete de expresion de anticuerpo D1.3

<400> 20

tgtcatggca
cctatgtcca
ggaccacctt
tcecectecac
ctagaaagta
gatcgctcge
gacctcttcet
tgattgaaag
ctagtgccge
caggcggacc
atctgacctg
ggtgtcggca
atggacagcc
gataatgaat
agatttcgat
cgceggetgg
cttgtttatt

taaagcattt

85

10

tctteccaggg
cttcaggaca
atattcccag
cccacagtgg
taggaacttc
gcgtagggat
cttcctecca
agcaaccgct
tctgtccage
atgcgcagag
tatcgtggece
ggtgctgcetg
taccgcegte
gagcttgget
tccaccgecg
atgatcctcc
gcagcttata

ttttcactge

15

gtcecgagage
gcatgtttge
ggccggttaa
ggcaagatgc
gaccataact
aacagggtaa
cagggcatgg
actatcaaca
gacgggagaa
ctggtggtcc
attggcaacg
gatctgcatc
ggtatccgtg
tcgaaatgac
ccttctatga
agcgcgggga
atggttacaa

attctagttg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1098



10

caggcatgct
atgtatacgg
tcccacctga
ggtgacgtgg
gtggtgccca
ggcgagggceg
ggcaagctgce
ttcageceget
ggctacgtcc
gaggtgaagt
aaggaggacg
tatatcatgg
atcgaggacg
ggccccgtge
cccaacgaga

cacggcatgg

<210> 21
<211> 131
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de proteina de resistencia a blasticidina codificada por plasmido donante para la integracién de

ggggatggce
cgcgcccgag
gcctagagag
aggagaatcc
tcctggtega
agggcgatge
ccgtgeectg
accccgacca
aggagcgcac
tcgagggcga
gcaacatcct
ccgacaagca
gcagcgtgca
tgctgececga
agcgcgatca

acgagcctga

los sitios FLP/GFP TALEN (pD5)

<400> 21

ES 2712632713

cgggcatgat
caagggcgag
atctggcage
cggaccgtga
gctggacgge
cacctacgge
gcccaccecte
catgaagcag
catcttcttc
caccctggtg
ggggcacaag
gaagaacggc
gctcgecgac
caaccactac
catggtcctg

cgcgtgtata

aacttcgtat
gagctgttca
ggagagggca
gtgagcaagg
gacgtgaacg
aagctgaccce
gtgaccaccce
cacgacttct
aaggacgacg
aaccgcatcg
ctggagtaca
atcaaggtga
cactaccagce
ctgagcaccce
ctggagttcg

c

86

aatgtatgct
cttctgacct
gaggaagtct
gagaagaact
gccacaagtt
tgaagttcat
tgacctacgg
tcaagtcege
gcaactacaa
agctgaaggg
actacaacag
acttcaagat
agaacacccc
agtccgeect

tgaccgecge

atacgaagtt
cttctettee
tctaacatge
cttcaccggg
cagcgtgtcce
ctgcaccacce
cgtgcagtge
catgcccgaa
gacccgegece
catcgacttc
ccacaacgtc
ccgccacaac
catcggcgac
gagcaaagac

cgggatcact

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

931



10

ES 2712632713

Ala Lys Pro Leu Ser Gln Glu Glu Ser Thr Leu Ile Glu Arg Ala
1 5 10 15
Ala Thr Ile Asn Ser Ile Pro Ile Ser Glu Asp Tyr Ser Val Ala
20 25 30
Ala Ala Leu Ser Ser Asp Gly Arg Ile Phe Thr Gly Val Asn Val
35 40 45
His Phe Thr Gly Gly Pro Cys Ala Glu Leu Val Val Leu Gly Thr
50 55 60
Ala Ala Ala Ala Ala Gly Asn Leu Thr Cys Ile Val Ala TIle Gly
65 70 75
Glu Asn Arg Gly Ile Leu Ser Pro Cys Gly Arg Cys Arg Gln Val
85 90 95
Leu Asp Leu His Pro Gly Ile Lys Ala Ile Val Lys Asp Ser Asp
100 105 110
Gln Pro Thr Ala Val Gly Ile Arg Glu Leu Leu Pro Ser Gly Tyr
115 120 125
Trp Glu Gly
130
<210> 22
<211> 813
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Secuencia de la construccion de meganucleasa I-Sce-1
<400> 22
ccatgggcta tccttacgat gtccctgatt acgccaacag tcctggtatc cectggtatgg
gtcctaaaaa gaagcgaaaa gtgggtagac tggaacccgg catgaagaac attaagaaaa
atcaggtgat gaacctggga cctaattcca agctgctgaa agagtacaag tctcagctga
tcgaactgaa cattgagcag tttgaagcag ggatcggtct gattctgggg gacgcctaca
tccggagcag ggatgaggge aagacttatt gcatgcagtt cgaatggaag aataaggcct
acatggacca cgtgtgtctg ctgtatgatc agtgggtcct gtctcccecect cacaagaaag

87

Thr

Ser

Tyr

Ala

Asn

80

Leu

Gly

vVal

60

120

180

240

300

360



10

agagagtgaa
aggcctttaa
atctggtcga
gaaaatggga
tcacatttga
gctacgtgaa
tcttttataa

caatcagctc

<210> 23

<211> 269
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<400> 23

ccatctggge
caaactggct
aaactacctg
ctacaacaag
ggaagtggag
gatcaacaag
cctgattaag

cgagactttc

Met Gly Tyr Pro

Pro Gly Met Gly

20

Gly Met Lys Asn

35

Ser Lys Leu Leu
50

Glu Gln Phe Glu

65

Arg Ser Arg Asp

Asn Lys Ala Tyr

100

Leu Ser Pro Pro

Vval

115

Ile Thr Trp

130

ES 2712632713

aatctggtca
aacctgttca
acaccaatga
aacagcacaa
tatctggtca
aacaagccaa
ccatacctga

ctgaaggtct

Tyr Asp Val

Pro Lys Lys

Ile Lys Lys

Lys Glu Tyr
55

Ala Gly Ile
70

Glu Gly Lys
85

Met Asp His

His Lys Lys

Gly Ala Gln
135

ttacttgggg
tcgtgaacaa
gtctggecta
acaaaagcat
agggcctgeg
tcatctacat
tccececcagat

aga

<223> Secuencia codificada por la construccion de meganucleasa

agcacagacc
caagaaaacc
ttggttcatg
cgtgctgaat
gaacaaattc
cgattctatg

gatgtataaa

ttcaagcatc
atccctaaca
gacgatggcg
acccagtcct
cagctgaact
agttacctga

ctgcccaata

Pro Asp Tyr Ala Asn Ser Pro Gly

10

Lys Arg Lys Val Gly Arg Leu Glu

25

Asn Gln Val Met Asn Leu Gly Pro
45

40

Lys Ser Gln Leu Ile Glu Leu Asn

60

Gly Leu Ile Leu Gly Asp Ala Tyr

75

Thr Tyr Cys Met Gln Phe Glu Trp

90

95

Val Cys Leu Leu Tyr Asp Gln Trp

105

110

Glu Arg Val Asn His Leu Gly Asn
125

120

Thr Phe Lys His Gln Ala Phe Asn

88

140

I-Scel: etiqueta HA, NLS, e |-Scel

Ile

Pro

Asn

Ile

Ile

80

Lys

Val

Leu

Lys

420

480

540

600

660

720

780

813
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15

20

25

30

35

ES 2712632713

Leu Ala Asn Leu Phe Ile Val Asn Asn Lys Lys Thr Ile Pro Asn Asn
145 150 155 160

Leu Val Glu Asn Tyr Leu Thr Pro Met Ser Leu Ala Tyr Trp Phe Met
165 170 175

Asp Asp Gly Gly Lys Trp Asp Tyr Asn Lys Asn Ser Thr Asn Lys Ser
180 185 190

Ile Val Leu Asn Thr Gln Ser Phe Thr Phe Glu Glu Val Glu Tyr Leu
195 200 205

Val Lys Gly Leu Arg Asn Lys Phe Gln Leu Asn Cys Tyr Val Lys Ile
210 215 220

Asn Lys Asn Lys Pro Ile Ile Tyr Ile Asp Ser Met Ser Tyr Leu Ile
225 230 235 240

Phe Tyr Asn Leu Ile Lys Pro Tyr Leu Ile Pro Gln Met Met Tyr Lys
245 250 255

Leu Pro Asn Thr Ile Ser Ser Glu Thr Phe Leu Lys Val
260 265

<210> 24

<211> 67

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Fragmento del vector pINT20 que muestra el sitio Nsi1, sitio de aceptor de corte y empalme e inicio de la

secuencia del gen de resistencia a puromicina

<400> 24
atgcatcttc tgacctcttc tcttectecec acagggcatg accgagtaca agcccacggt 60
gcgecte 67

<210> 25

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Fragmento inicial de la proteina de resistencia a puromicina codificada por el vector pINT20

<400> 25

Met Thr Glu Tyr Lys Pro Thr Val Arg Leu
1 5 10

<210> 26

<211> 1125

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de la construccion de cadena alfa del clon del receptor de linfocitos T c12/c2 que contiene los

sitios de restriccion Nhe1, Not1 y Acc651

<400> 26

89



10

15

gctagcaagc
ctggtcctga
gatccaggca
tctggcagac
gccagccagce
agctacattc
ccggageccg
ttcaccgact
accgacaaga
tggtccaacc
cccagcagceg
aacctgaact
ctgctggacg
aaattttcetc
gagctgaatc
ccagaaatgg
ctgcagaagg
cgcggcaaag

gatgctctge

<210> 27

<211> 369
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

aggaagtgac
attgcagttt
agggactgac
tgaatgctag
ctggagattc
ccaccttecgg
ccgtatacca
tcgacagecca
ccgtgetgga
agaccagctt
acgtgccectg
tccagaacct
ggatcctgtt
ggagtgccga
tgggtcggag
ggggcaagcc
acaaaatggc
gacacgatgg

atatgcaggc

ES 2712632713

tcagatccca
caccgactca
ctcecctgetg
tctggacaaa
cgcaacatat
gcgaggtaca
gctgaaggac
gatcaacgtg
catgaaggct
cacatgccag
tgatgccacc
gtcegeggece
catctacggt
cgctcctgea
ggaggaatat
ccagcgacgg
cgaggcttac
cctgtaccag

actgccccect

gccgetetga
gccatctata
ctgattcaga
tctagtggac
ctgtgcgceeg
agcctgatcg
cccagaagcec
cccaagacaa
atggacagca
gacatcttca
ctgaccgaga
gcaggcctge
gtgatcctga
taccagcagg
gacgtgctgg
aaaaaccctc
tctgaaattg
ggactgagca

agataataag

gcgtgectga
acctgcagtg
gctcccagag
ggtctaccct
tgcgeccact
tgcacccaga
aggacagcac
tggaaagcgg
agagcaacgg
aagagacaaa
agtccttcega
tggatcccaa
ctgececetgtt
ggcagaacca
ataagagacg
aggagggact
ggatgaaggg
ctgctaccaa

gtacc

<223> Secuencia de la cadena alfa del clon del receptor de linfocitos T ¢12/c2

<400> 27

Lys Gln Glu Val Thr Gln Ile Pro Ala Ala Leu Ser Val Pro Glu Gly

1

5

10

90

gggagaaaac
gtttcgeccag
ggaacagaca
gtacatcgca
tacaggcgga
catccagaat
cctgtgectg
caccttcatc
cgccattgee
cgccacctac
gacagacatg
gctgtgctac
cctgegagtce
gctgtataac
cggcagggat
gtataatgaa
cgagaggaga

ggacacatat

15

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1125



Glu

Leu

Leu

Ser

65

Gln

Gly

His

Pro

Gln

145

Lys

Ile

Glu

Leu

Leu

225

Asp

Arg

Asn

Gln

Ile

50

Leu

Pro

Gly

Pro

Arg

130

Ile

Thr

Ala

Thr

Thr

210

Ser

Gly

vVal

Leu

Trp

35

Gln

Asp

Gly

Ser

Asp

115

Ser

Asn

Val

Trp

Asn

195

Glu

Ala

Ile

Lys

Val

20

Phe

Ser

Lys

Asp

Tyr

100

Ile

Gln

Val

Leu

Ser

180

Ala

Lys

Ala

Leu

Phe
260

Leu

Arg

Ser

Ser

Ser

Ile

Gln

Asp

Pro

Asp

165

Asn

Thr

Ser

Ala

Phe

245

Ser

ES 2712632713

Asn

Gln

Gln

Ser

70

Ala

Pro

Asn

Ser

Lys

150

Met

Gln

Tyr

Phe

Gly

230

Ile

Arg

Cys

Asp

Arg

55

Gly

Thr

Thr

Pro

Thr

135

Thr

Lys

Thr

Pro

Glu

215

Leu

Tyr

Ser

Ser

Pro

40

Glu

Arg

Tyr

Phe

Glu

120

Leu

Met

Ala

Ser

Ser

200

Thr

Leu

Gly

Ala

91

Phe

25

Gly

Gln

Ser

Leu

Gly

105

Pro

Cys

Glu

Met

Phe

185

Ser

Asp

Asp

Val

Asp
265

Thr

Lys

Thr

Thr

Cys

90

Arg

Ala

Leu

Ser

Asp

170

Thr

Asp

Met

Pro

Ile

250

Ala

Asp

Gly

Ser

Leu

75

Ala

Gly

Val

Phe

Gly

155

Ser

Cys

Val

Asn

Lys

235

Leu

Pro

Ser

Leu

Gly

60

Tyr

vVal

Thr

Tyr

Thr

140

Thr

Lys

Gln

Pro

Leu

220

Leu

Thr

Ala

Ala

Thr

45

Arg

Ile

Arg

Ser

Gln

125

Asp

Phe

Ser

Asp

Cys

205

Asn

Cys

Ala

Tyr

Ile

30

Ser

Leu

Ala

Pro

Leu

110

Leu

Phe

Ile

Asn

Ile

190

Asp

Phe

Tyr

Leu

Gln
270

Tyr

Leu

Asn

Ala

Leu

Ile

Lys

Asp

Thr

Gly

175

Phe

Ala

Gln

Leu

Phe

255

Gln

Asn

Leu

Ala

Ser

80

Thr

Val

Asp

Ser

Asp

160

Ala

Lys

Thr

Asn

Leu

240

Leu

Gly



10

15

Gln

Asp

Asn

Val

Gln
275

Leu

Leu Asp

290

Pro

305

Lys

Arg

Ala

<210> 28

<211> 1226
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de la construccion de cadena veta del clon del

Gln

Asp

Arg

Thr

Arg Arg

Lys Met

Arg Gly

340

Lys
355

Asp

ES 2712632713

Tyr Asn Glu

Lys Arg Arg

295

Lys Asn Pro

310

Ala Glu
325

Ala
His

Lys Gly

Thr Tyr Asp

sitios de restriccion Nco1, Xho1 y Hind3

<400> 28

ccatggccaa
gtatgaccct
atccagggat
gcgaggtgece
tgctgagege
acaccggcga
acgtgacccc
agaaagccac
ggtgggtcaa
agagcaacta
acccccggaa

ggcccgaggg

cgctggagtg
gcagtgcgca
gggtctgagg
caacggatat
cgctectage
getgttettt
ccccaaggtg
cctegtgtge
cggcaaagag
cagctactgc
ccacttcaga

cagccctaag

actcagaccc
caggacatga
ctgatccatt
aatgtctcaa
cagacatccg
ggggaaggtt
tcecetgtteg
ctggccagag
gtgcacagcg
ctgagcagca
tgccaggtge

cccgtgaccee

Leu Asn

280

Gly Arg

Gln

Glu

Tyr Ser

Leu

Asp

Gly

Glu

Gly Arg

Arg

Glu Glu

285

Glu
300

Pro

Leu
315

Tyr

Ile Gly

330

Asp Gly

345

Ala
360

Leu

ctaagttcca
atcacgagta
acagcgtggg
gaagcaccac
tgtacttttg
cccgectgac
agcctagcaa
gcttcetteece
gcgtgtceccac
gactgcgggt
agtttcacgg

agaatatctc

92

Leu

His

Tyr Gln

Met Gln

Met

Asn

Met

Gly

Ala

Gly Gly

Glu Leu

Lys Gly

335

Leu Ser

350

Leu Pro

365

receptor de linfocitos T ¢12/c2 que contiene los

ggtcctgaaa
catgtcatgg
cgctggaact
agaagatttc
cgccagetee
agtgctcgag
ggccgagatc
cgaccacgtg
cgatccccag
gtccgccace
cctgagcgaa

tgccgaagec

actgggcaga
tatcggcagg
accgaccagg
ccactgcgac
aatgtcggga
gacctgagaa
gccaacaagc
gaactgtctt
gcctacaaag
ttctggcaca
gaggacaagt

tggggcagag

Tyr

Lys

Gln

320

Glu

Thr

Pro

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720



10

ccgactgtgg
acgaggtcgce
tcatctacgg
acgcaccagc
gggaggaata
ctcagcgacg
ctgaggcata
ggctgtacca

ctctgeccacc

<210> 29

<211> 404
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

cattaccagce
gagcggactg
tgtgattctg
ataccagcag
cgacgtgctg
gaaaaaccca
ttctgaaatc
gggtctgagt

cagataataa

ES 2712632713

gccagctacc
ctggacccaa
acagccctgt
gggcagaatc
gataagagac
caggagggac
ggcatgaagg
acagccacta

aagctt

agcagggcgt
agctgtgcta
tcctgegagt
agctgtataa
gcggcaggga
tgtacaatga
gagagaggag

aggacaccta

gctgtectgece
cctgctggat
caagttcagce
cgagctgaat
tcccgaaatg
actgcagaag
acgcggcaaa

tgatgccectg

accatcctgt
gggatcctgt
cggagcgccg
ctgggtcgga
ggcggaaagce
gacaaaatgg
ggacacgatg

catatgcagg

<223> Secuencia de la construccion de cadena veta del clon del receptor de linfocitos T c12/c2

<400> 29

Met

Thr

Tyr

His

Ala

Gly

Met

Tyr

Asn Ala

Gln Ser

20

Ser
35

Trp

Ser Val

50

Gly

65

Leu

Asn

Thr

Phe

Tyr

Ser

val

Vval

Glu

Asn Val

Ala

Ala

Asn
100

Gly

Leu Glu

115

Pro Ser

130

Gly Val Thr

Met Thr Leu

Tyr Arg Gln

Gly Ala Gly

55

Ser Arg Ser

70

Pro Ser Gln

85

Thr Gly Glu

Asp Leu Arg

Ala Glu

135

Lys

Gln Thr

Gln Cys

25

Asp Pro

40

Thr Thr

Thr Thr
Thr

Ser

Phe
105

Leu

Asn Val

120

Ile Ala

93

Pro

10

Ala

Gly

Asp

Glu

val

90

Phe

Thr

Asn

Lys Phe

Gln

Asp

Met Gly

Gln

Met

Leu

Val Leu

15

Asn His

30

Arg Leu

45

Gln Gly

60

Asp Phe

75

Tyr Phe

Glu

Gly

Pro Pro

Glu

Pro

Cys

Gly

Lys

Val Pro

Leu Arg

Ala Ser

95

Ser
110

Arg

Val Ser

125

Gln
140

Lys

Lys

Ala Thr

Lys

Glu

Ile

Asn

Leu

80

Ser

Leu

Leu

Leu

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1226



val
145

Trp

Ala

val

val

Pro

225

Asp

Thr

Tyr

Leu

Gln

305

Glu

Gly

Glu

Lys

Leu

385

Cys

val

Tyr

Ser

Gln

210

Lys

Cys

Ile

Leu

Phe

290

Gln

Glu

Gly

Leu

Gly

370

Ser

Leu Pro

<210> 30
<211> 677
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

Leu

Asn

Lys

Ala

195

Phe

Pro

Gly

Leu

Leu

275

Leu

Gly

Tyr

Lys

Gln

355

Glu

Thr

Pro

Ala

Gly

Glu

180

Thr

His

val

Ile

Tyr

260

Asp

Arg

Gln

Asp

Pro

340

Lys

Arg

Ala

Arg

Arg

Lys

165

Ser

Phe

Gly

Thr

Thr

245

Glu

Gly

Val

Asn

Val

325

Gln

Asp

Arg

Thr

ES 2712632713

Gly

150

Glu

Asn

Trp

Leu

Gln

230

Ser

val

Ile

Lys

Gln

310

Leu

Arg

Lys

Arg

Lys

390

Phe

Val

Tyr

His

Ser

215

Asn

Ala

Ala

Leu

Phe

295

Leu

Asp

Arg

Met

Gly

375

Asp

Phe

His

Ser

Asn

200

Glu

Ile

Ser

Ser

Phe

280

Ser

Tyr

Lys

Lys

Ala

360

Lys

Thr

94

Pro

Ser

Tyr

185

Pro

Glu

Ser

Tyr

Gly

265

Ile

Arg

Asn

Arg

Asn

345

Glu

Gly

Tyr

Asp

Gly

170

Cys

Arg

Asp

Ala

Gln

250

Leu

Tyr

Ser

Glu

Arg

330

Pro

Ala

His

Asp

His

155

val

Leu

Asn

Lys

Glu

235

Gln

Leu

Gly

Ala

Leu

315

Gly

Gln

Tyr

Asp

Ala

395

Val

Ser

Ser

His

Trp

220

Ala

Gly

Asp

Val

Asp

300

Asn

Arg

Glu

Ser

Gly

380

Leu

Glu

Thr

Ser

Phe

205

Pro

Trp

Vval

Pro

Ile

285

Ala

Leu

Asp

Gly

Glu

365

Leu

His

Leu

Asp

Arg

190

Arg

Glu

Gly

Leu

Lys

270

Leu

Pro

Gly

Pro

Leu

350

Ile

Tyr

Met

Ser

Pro

175

Leu

Cys

Gly

Arg

Ser

255

Leu

Thr

Ala

Arg

Glu

335

Tyr

Gly

Gln

Gln

Trp

160

Gln

Arg

Gln

Ser

Ala

240

Ala

Cys

Ala

Tyr

Arg

320

Met

Asn

Met

Gly

Ala

400



10

15

20

<220>

<223> Secuencia de la construccion de cadena alfa del clon del receptor de linfocitos T 4JFH con sitios de

ES 2712632713

restricciones Nhe1 inicial y Not1 terminal

<400> 30

gctagccaga
gccagcctga
tacagcggca
ggcagattca
agccagcecta
tttggcgacg
taccagctga
agccagatca
ctggacatga
agcttcacat
ccctgtgatg

aacctgtccg

<210> 31

<211> 221
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

aagaggtgga
actgcaccta
agagccccga
ccgceccaget
gcgacagcege
gcaccaccct
aggaccccag
acgtgcccaa
aggctatgga
gccaggacat

ccaccctgac

cggecge

acagaacagc
cagctttctg
gctgatcatg
gaacaaggcc
cacctacctg
gaccgtgaag
aagccaggac
gacaatggaa
cagcaagagc
cttcaaagag

cgagaagtcc

ggcecctcectga
ggcagccaga
ttcacctaca
agccagcacg
tgcgecgtga
cctgacatcece
agcaccctgt
agcggcacct
aacggcgcca
acaaacgcca

ttcgagacag

gcgtgeccaga
gcttcettetg
gagagggcga
tgtccctget
atgatggcgg
agaatccgga
gcectgttcac
tcatcaccga
ttgcetggte
cctaccccag

acatgaacct

aggcgctatce
gtacagacag
caaagaggac
gatcagagac
cagactgacce
gcccgecgta
cgacttcgac
caagaccgtg
caaccagacc
cagcgacgtg

gaacttccag

<223> Secuencia de la construccion de cadena alfa del clon del receptor de linfocitos T 4JFH

<400> 31

Gln Lys Glu Val Glu Gln Asn Ser Gly Pro Leu Ser Val Pro Glu Gly
1 5 10 15

Ala Ile Ala Ser Leu Asn Cys Thr Tyr Ser Phe Leu Gly Ser Gln Ser
20 25 30

Phe Phe Trp Tyr Arg Gln Tyr Ser Gly Lys Ser Pro Glu Leu Ile Met
35 40 45

95

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

677
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15

20

Phe

Thr

Tyr Arg

50

Leu

Pro

Leu

Asn

Ser

Asn

Ser

Thr

Pro

Thr

Lys Ala

Asp Ser

Phe Gly

100

Glu
115

Pro

Leu Cys

130

Lys

145

Met

Gln

Tyr

Phe

Thr

Lys

Thr

Pro

Glu

Met Glu

Ala

Met

Phe
180

Ser

Ser Ser

195

Thr Asp

210

<210> 32
<211> 353
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de la construccion de cadena beta del clon del receptor de linfocitos T 4JFH con sitio de

ES 2712632713

Glu Gly Asp

55

Ser Gln His

Ala
85

Thr Tyr

Asp Gly Thr

Ala Val Tyr

Phe Thr

135

Leu

Ser Gly Thr

150

Asp Ser

165

Lys

Thr Cys Gln

Asp Val Pro

Met Leu

215

Asn

Lys Glu

Val Ser

Leu Cys

Thr Leu

105

Gln
120

Leu
Asp Phe
Ile

Phe

Ser Asn

Asp

Leu

Ala

90

Thr

Lys

Asp

Thr

Gly

Gly Arg

60

Leu Ile

Val Asn
val

Lys

Asp Pro

Phe

Arg

Asp

Pro

Arg

Thr Ala

Asp Ser

Gly Gly

Asp Ile

110

Ser Gln

125

Gln
140

Ser

Asp
155

Lys

Ala Ile

170

Ile
185

Asp

Cys
200

Asp

Asn Phe

restriccion Nco1 inicial y sitio de restriccién Xho1 terminal

<400> 32

ccatggccag
ctctgagecet
aggccgetgg
gcgaggtgece
gcaagaagct

tgggcatggg

<210> 33
<211>117
<212> PRT

ccagaccatc
ggaatgcacce
cagaggccce
ccagaacctg
gctgetgage

cggatggeag

catcagtggc
gtggaaggca
cagctgcectgt
agcgccagea
gacagcggct

tttggegagy

ctgccaccct
ccagcaacce
tttactgggg
gaccccagga
tctacctgtg

gcagcagact

96

Phe

Ala

Gln

Lys Glu

Thr Leu

Ile

Thr

Ala

Thr

Thr

Asn Val

Val

Leu

Ser
175

Trp

Asn Ala

190

Glu Lys

205

Leu
220

Asn

ggtgcagcct
caacctgtac
ccectttgge
ccggcecagttt
cgcttggage

gacagtgctce

Ser

gtgggatctc
tggtacagac
cagatcagca
atcctgagca
gagacaggcc

gag

Gln

Gln

Arg

Gln

Asp

Pro

Asp

160

Asn

Thr

Ser

60

120

180

240

300

353
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15

20

25

30

35

ES 2712632713

<213> Secuencia artificial

Thr

Glu

Arg

Ser

60

Phe

Leu

Gly

Leu

Gly

Gly

45

Glu

Ile

Cys

Glu

Val

Thr

30

Pro

val

Leu

Ala

Gly
110

Gln Pro

15

Ser Asn

Gln Leu

Pro Gln

Ser Ser

80

Trp Ser

Ser Arg

<220>
<223> Secuencia de la construccion de cadena beta del clon del receptor de linfocitos T 4JFH
<400> 33
Met Ala Ser Gln Thr Ile His Gln Trp Pro Ala
1 5 10
Val Gly Ser Pro Leu Ser Leu Glu Cys Thr Val
20 25
Pro Asn Leu Tyr Trp Tyr Arg Gln Ala Ala Gly
35 40
Leu Phe Tyr Trp Gly Pro Phe Gly Gln Ile Ser
50 55
Asn Leu Ser Ala Ser Arg Pro Gln Asp Arg Gln
65 70 75
Lys Lys Leu Leu Leu Ser Asp Ser Gly Phe Tyr
85 90
Glu Thr Gly Leu Gly Met Gly Gly Trp Gln Phe
100 105
Leu Thr Val Leu Glu
115
<210> 34
<211> 53
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador para la mutacién de CDR3 de la cadena alfa de TCR ¢12/c2

<220>

<221> misc_feature
<222> (20)..(21)
<223>nesa,c,g,0t

<220>

<221> misc_feature
<222> (23)..(24)
<223>nesa,c,g,0t

<220>

<221> misc_feature
<222> (31)..(31)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 34
cacgcggcac gcgggtgaan nsnnscctwc natgtaaggg tggaagcccg ctc

<210> 35

<211> 52

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

97

53



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

<220>

<223> Cebador usado para mutar CDR3 de cadena alfa de TCR c12/c2

<220>

<221> misc_feature
<222> (23)..(23)
<223>nesa,c,g,0t

<220>

<221> misc_feature
<222> (30)..(31)
<223>nesa,c,g,0t

<220>

<221> misc_feature
<222> (33)..(34)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 35

ES 2712632713

ctcgcccgaa ggtgggaatg tangwtcesn nsnnaagtgg gcgcacggceg ca

<210> 36
<211>17
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Estrategia usada para mutar CDR3 de cadena alfa de TCR c12/c2

<220>
<221> misc_feature
<222> (7)..(8)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

Cys Ala Val Arg Pro Leu Xaa Xaa Gly Ser Tyr Ile Pro Thr Phe Gly

<400> 36
1
Arg
<210> 37
<211>17
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Estrategia usada para mutar CDR3 de cadena alfa de TCR c12/c2

<220>
<221> misc_feature
<222> (7)..(8)

5

10

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

Cys Ala Val Arg Pro Leu Xaa Xaa Gly Thr Tyr Ile Pro Thr Phe Gly

<400> 37
1
Arg
<210> 38
<211> 50
<212> ADN

5

10

98

15

15



ES 2712632713

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador usado para mutar CDR3 de cadena beta de TCR c12/c2

<220>

<221> misc_feature
<222> (20)..(21)
<223>nesa,c,g,0t

<220>

<221> misc_feature
<222> (29)..(30)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 38
gtacttttgc gccagctcen nsstcgggnn saccggcgag ctgttetttg 50

<210> 39

<211> 49

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador usado para mutar CDR3 de cadena beta de TCR c¢c12/c2

<220>

<221> misc_feature
<222> (21)..(22)
<223>nesa,c,g,0t

<220>

<221> misc_feature
<222> (30)..(31)
<223>nesa,c,g,o0t

<400> 39

caaagaacag ctcgccggts nncccgassn nggagcetggce gcaaaagta 49

<210> 40

<211>16

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Estrategia usada para mutar CDR3 de cadena beta de TCR c12/c2

<400> 40
Tyr Phe Cys Ala Ser Ser Asn Val Gly Asn Thr Gly Glu Leu Phe Phe
1 5 10 15

<210> 41

<211>16

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Estrategia usada para mutar CDR3 de cadena beta de TCR c12/c2

<400> 41
Tyr Phe Cys Ala Ser Ser Asn Leu Gly Asn Thr Gly Glu Leu Phe Phe
1 5 10 15

<210> 42

99
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15

20

25

30

<211> 462
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2712632713

<223> Secuencia de CD3 zeta en pINT21 CAR1

<400> 42

ggcgccatgg

ctggatggga

ttcagecegga
ctgaatctgg
gaaatgggcg
cagaaggaca
ggcaaaggac

gcecctgeata

<210> 43

<211>4

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

cccaggtcge
tcctgttcat
gcgcecgacge
gteggaggga
gaaagcctca
aaatggctga
acgatgggct

tgcaggctct

ggccgcaagc
ctacggtgtg
accagcatac
ggaatacgac
gcgacggaaa
ggcatattct
gtaccagggt

gccacccaga

ggactgctgg
attctgacag
cagcaggggce
gtgctggata
aacccacagg
gaaatcggca
ctgagtacag

taataaaagc

<223> Fragmento codificado por el vector pINT21 CAR1

<400> 43

<210> 44
<211> 141
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

acccaaagct
ccetgttect
agaatcagcect
agagacgcgg
agggactgta
tgaagggaga
ccactaagga

tt

Gly Ala Met Ala

1

<223> Secuencia CDR3 zeta codificada por pINT21 CAR1

<400> 44

100

gtgctacctg
gcgagtcaag
gtataacgag
cagggatccc
caatgaactg
gaggagacgc

cacctatgat

60

120

180

240

300

360

420

462



10

15

Ser

Phe

Ser

Tyr

Gly

Ile

Arg

Asn

Leu Leu

Tyr Gly

20

Ser Ala

35

Glu Leu

50

Lys

65

Lys

Ala

Lys

Thr

Arg

Asn

Glu

Gly

Tyr

Arg Gly

Pro Gln

Ala Tyr

100

His
115

Asp

Asp Ala

130

<210> 45
<211> 705
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2712632713

Asp Pro Lys

Val Ile Leu

Asp Ala Pro

Asn Leu Gly

Arg Asp Pro

70

Glu Gly Leu

85

Ser Glu Ile

Gly Leu

Tyr

Met
135

Leu His

Leu Cys

Thr Ala

25

Ala
40

Tyr
Arg Arg
Glu Met
Asn

Tyr

Met
105

Gly

Gln
120

Gly

Gln Ala

<223> Secuencia pINT21 CAR2 que codifica CD3 zeta

<400> 45

gccatggcce
cctacaattg
ggagccgtge
gccggcacat
agaaagaaac
gaagaggacg
gtgaagttca
aacgagctga
gacccagaga
ctgcagaaag
agaggcaagg

gacgccctge

<210> 46

aggtcgcegge
ccagccagcece
acaccagagg
gtggcgtgcet
tgctgtacat
gctgetcectg
gcagatccgce
acctgggcag
tgggcggaaa
acaaaatggc
ggcacgatgg

acatgcaggce

cgcaacaaca
tctgagectg
actggatttc
gctgcectgage
ctttaagcag
cagattcccc
cgacgcccct
acgggaagag
gcccagaaga
cgaggcctac
cctgtaccag

cctgececcecect

accccagccc
aggcccgagg
gcctgcecgaca
ctcgtgatca
ccetteatge
gaggaagaag
gcctacaagce
tacgacgtgce
aagaacccce
agcgagatcg
ggcctgagca

agataataaa

101

Tyr

10

Leu

Gln

Glu

Gly

Glu

Lys

Leu

Leu

Leu Leu

Phe

Leu

Gln Gly

Asp

Arg

Gln

Ile
15

Gly

Val
30

Lys

Asn Gln

45

Glu Tyr

60

Gly
75

Lys

Leu Gln

Glu

Gly

Ser Thr

Asp

Pro

Lys

Arg

Ala

Val Leu

Gln Arg

Asp Lys

95

Arg
110

Arg

Thr Lys

125

Pro
140

Pro

ccagacctcc
cttgtagacc
tctacatctg
ccctgtactg
ggccegtgea
aaggcggctg
agggccagaa
tggacaagcg
aggaaggcct
gaatgaaggg
ccgccaccaa

agctt

Arg

tacccctgece
agctgetgge
ggcccctcetg
caagcggggc
gaccacccag
cgagctgaga
ccagctgtac
gagaggccgg
gtataacgaa
cgagcggaga

ggacacctat

Leu

Phe

Leu

Asp

Arg

80

Met

Gly

Asp

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

705
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15

20

<211>223
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia codificada por pINT21 CAR2: Regién bisagra/transmembrana CD8, 4-1BB y CD3 zeta

<400> 46

Thr

Ser

Gly

Trp

Ile

65

Lys

Cys

Val

Asn

Val

145

Lys

Arg

Lys

<210> 47

<211> 750
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

Thr

Gln

Ala

Ala

50

Thr

Gln

Ser

Lys

Gln

130

Leu

Arg

Met

Gly

Asp
210

Thr

Pro

Val

35

Pro

Leu

Pro

Cys

Phe

115

Leu

Asp

Lys

Ala

Lys

195

Thr

Pro

Leu

20

His

Leu

Tyr

Phe

Arg

100

Ser

Tyr

Lys

Asn

Glu

180

Gly

Tyr

Ala

Ser

Thr

Ala

Cys

Met
85

Phe

Arg

Asn

Arg

Pro

165

Ala

His

Asp

ES 2712632713

Pro

Leu

Arg

Gly

Lys

70

Arg

Pro

Ser

Glu

Arg

150

Gln

Tyr

Asp

Ala

Arg

Arg

Gly

Thr

55

Arg

Pro

Glu

Ala

Leu

135

Gly

Glu

Ser

Gly

Leu
215

Pro

Pro

Leu

40

Cys

Gly

val

Glu

Asp

120

Asn

Arg

Gly

Glu

Leu

200

His

<223> Secuencia de FMC63 H-L (anticuerpo anti-CD19)

102

Pro

Glu

25

Asp

Gly

Arg

Gln

Glu

105

Ala

Leu

Asp

Leu

Ile

185

Tyr

Met

Thr

10

Ala

Phe

Val

Lys

Thr
90

Glu

Pro

Gly

Pro

Tyr

170

Gly

Gln

Gln

Pro

Cys

Ala

Leu

Lys

75

Thr

Gly

Ala

Arg

Glu

155

Asn

Met

Gly

Ala

Ala

Arg

Cys

Leu

Leu

Gln

Gly

Tyr

Arg

140

Met

Glu

Lys

Leu

Leu
220

Pro

Pro

Asp

45

Leu

Leu

Glu

Cys

Lys

125

Glu

Gly

Leu

Gly

Ser

205

Pro

Thr

Ala

30

Ile

Ser

Tyr

Glu

Glu

110

Gln

Glu

Gly

Gln

Glu

190

Thr

Pro

Ile

15

Ala

Tyr

Leu

Ile

Asp
95

Leu

Gly

Tyr

Lys

Lys

175

Arg

Ala

Arg

Ala

Gly

Ile

val

Phe

80

Gly

Arg

Gln

Asp

Pro

160

Asp

Arg

Thr
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15

<400> 47

gccatggeceg
ctgagcgtga
agacagcccc
tactacaaca
gtgttcctga
cactactact
gtctcgagtg
cagatgaccc
tgcagagcca
accgtgaagc
tcecggetetg
atcgctacct

aagctggaga

<210> 48

<211> 250
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

aagtgaaact
cctgtaccegt
ccagaaaggg
gcgceccctgaa
agatgaacag
acggcggceag
gtggaggcegg
agaccaccag
gccaggacat
tgctgatcta
gcagcggcac
acttctgtca

tcaaacgtac

ES 2712632713

gcaggagtct
gtccggegtg
cctggaatgg
gtcceggetg
cctgcagacc
ctacgctatg
ttcaggcgga
cagcctgage
cagcaagtac
ccacaccagc
cgactacagc

gcaaggcaac

cgeggecgea

ggacccggcec
tcecetgectg
ctgggagtga
accatcatca
gacgacaccg
gactactggg
ggtggctctg
gccagectgg
ctgaactggt
agactgcaca
ctgaccatct

accctgeect

<223> Secuencia de FMC63 H-L (anticuerpo anti-CD19)

<400> 48

103

tggtggccec
actatggcgt
tctggggcag
aggacaactc
ccatctacta
gccagggcac
gcggtggege
gcgatagagt
atcagcagaa
gcggegtgec
ccaacctgga

acaccttcgg

atctcagtct
gtcectggatce
cgaaaccacc
caagagccag
ctgcgccaag
ctcggtcacce
tagcgacatc
gaccatcagce
acccgacggce
cagcagattt

acaggaagat

cggagggacc

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

750



10

Ala Met

Pro Ser

Pro Asp

Glu Trp

Ala Leu
65

Val Phe

Tyr Cys

Trp Gly

Gly Gly
130

Thr Thr
145

Cys Arg

Lys Pro

His Ser

Tyr Ser
210

Phe Cys
225

Lys Leu

<210> 49

<211> 327

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

Ala

Gln

Tyr

35

Leu

Lys

Leu

Ala

Gln

115

Gly

Ser

Ala

Asp

Gly

195

Leu

Gln

Glu

Glu

Ser

20

Gly

Gly

Ser

Lys

Lys

100

Gly

Gly

Ser

Ser

Gly
180

val

Thr

Gln

Ile

Val

Leu

Val

val

Arg

Met

His

Thr

Ser

Leu

Gln

165

Thr

Pro

Ile

Gly

Lys
245

ES 2712632713

Lys

Ser

Ser

Ile

Leu

70

Asn

Tyr

Ser

Gly

Ser

150

Asp

Val

Ser

Ser

Asn

230

Arg

Leu

Val

Trp

Trp

Thr

Ser

Tyr

Val

Gly

135

Ala

Ile

Lys

Arg

Asn

215

Thr

Thr

<223> Secuencia de union a lox1 Adhiron lox1A

<400> 49

Gln

Thr

Ile

40

Gly

Ile

Leu

Tyr

Thr

120

Gly

Ser

Ser

Leu

Phe

200

Leu

Leu

Ala

104

Glu

Cys

25

Arg

Ser

Ile

Gln

Gly

105

Vval

Ala

Leu

Lys

Leu
185

Ser

Glu

Pro

Ala

Ser

10

Thr

Gln

Glu

Lys

Thr

90

Gly

Ser

Ser

Gly

Tyr

170

Ile

Gly

Gln

Tyr

Ala
250

Gly

val

Pro

Thr

Asp

75

Asp

Ser

Ser

Asp

Asp

155

Leu

Tyr

Ser

Glu

Thr
235

Pro

Ser

Pro

Thr

Asn

Asp

Tyr

Gly

Ile

140

Arg

Asn

His

Gly

Asp
220

Phe

Gly

Gly

Arg

45

Tyr

Ser

Thr

Ala

Gly

125

Gln

Vval

Trp

Thr

Ser

205

Ile

Gly

Leu

Val

30

Lys

Tyr

Lys

Ala

Met

110

Gly

Met

Thr

Tyr

Ser
190

Gly

Ala

Gly

Val

15

Ser

Gly

Asn

Ser

Ile

95

Asp

Gly

Thr

Ile

Gln

175

Arg

Thr

Thr

Gly

Ala

Leu

Leu

Ser

Gln

80

Tyr

Tyr

Ser

Gln

Ser

160

Gln

Leu

Asp

Tyr

Thr
240
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15

20

25

gccatggcetg
gaactggcca
gtgegggtcg
tactacctga
tgggtcaagce

aagcccegtgg

<210> 50

<211> 109
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

ctacaggcgt
gattcgecegt
tgaaggccaa
ccctggaage
tggacctgga

gcgacgctge

ES 2712632713

gcgggetgtg
ggacgagcac
agagcagtgg
caaggacggc
aacctggcag

ggccgceg

<223> Secuencia de union a Lox1 Adhiron lox1A

<400> 50

Ala

Leu

Lys

Gln

Met

Glu

Glu

Trp

Ala Ala

Ile Glu

20

Asn Ala

35

Ser Glu

50

Leu
65

Trp

Leu

<210> 51
<211> 333
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

Glu

val

Gln

Ala Lys

Lys Leu

Glu Phe

100

Thr Gly Vval

Glu Leu Ala

Leu Leu Glu

Ala Asp Asn

55

Gly
70

Asp Gly

Asp Leu Glu

Lys Pro Val

<223> Secuencia de union a lox1 Adhiron lox1B

<400> 51

cccggcaatg
aacaagaaag
agcgaggcecg
ggcaagaaga

cacttcaact

Arg Ala

10

Phe
25

Arg

Phe
40

Val

Asp Trp

Lys Lys

Thr Trp

90

Gly Asp

105

105

val

Ala

Arg

His

Lys

Gln

Ala

agaacagcct ggaaatcgag
agaacgccct gctggaattc
acaacgactg gcacaccatg
agctgtacga ggccaaagtg

tcaaagagct ccaggaattc

Glu Asn

15

Pro Gly Asn

Val Glu His Asn

30

Asp

Val Val Lys Ala

45

Lys

Thr Met Tyr Tyr Leu

60

Leu Glu Ala

75

Tyr Lys

His Phe Asn Phe Lys

95

Ala Ala Ala

Ser

Lys

Glu

Thr

Val
80

Glu

60

120

180

240

300

327



10

15

20

25

30

35

gccatggcetg
gaactggcca
gtgcgggteg
accatgtact
aaagtgtggg
gaattcaagc

<210> 52
<211> 111
<212> PRT

ctacaggcgt
gattcgecegt
tgaaggccaa
acctgaccct
tcaagcggtg

ccgtgggega

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2712632713

gcgggetgtg
ggacgagcac
agagcaggaa
ggaagccaag
gctgeggtte

cgctgeggece

<223> Secuencia de union a lox1 Adhiron lox1B

<400> 52

Ala

Leu

Lys

Gln

Met

Glu

Glu

Glu

Ala Ala

Ile Glu

20

Asn Ala

35

Gln Pro

50

Leu
65

Lys

Lys

<210> 53
<211> 54
<212> ADN

Thr

VvVal

Glu

Leu Glu

Vval

Trp

Gln
100

Leu

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador Adhiron_mut1

<220>

<221> misc_feature
<222> (23)..(24)
<223>nesa,c,g,o0t

<220>

<221> misc_feature
<222> (26)..(27)
<223>nesa,c,g,o0t

<220>
<221> misc_feature
<222> (29)..(30)

Thr Gly Vval

Glu Leu Ala

Leu Leu Glu

Ile Glu

55

Gly

Ala Lys

70

Asp

Lys
85

Arg Trp

Glu Phe Lys

cccggcaatg
aacaagaaag
cagcccateg
gacggcggea
accgagatct

gcg

Arg Ala

Phe
25

Arg

Phe Val

His Pro

Gly Gly

Leu

Arg

Val
105

Pro

106

val

10

Ala

Arg Val

Val

Lys

Phe

Gly Asp

agaacagcct ggaaatcgag
agaacgccct gectggaattce
gcgagcacce cgtgaacgac
agaagaagct gtacgaggcc

acaacttcaa agagctccag

Glu Asn

15

Pro Gly Asn

Vval Glu His Asn

30

Asp

Val Lys Ala

45

Lys

Asn Asp Thr Met

60

Tyr

Lys Leu Glu

75

Lys Tyr

Thr Glu Ile Asn

95

Tyr

Ala Ala Ala

110

Ala

Ser

Lys

Glu

Tyr

Ala

Phe

60

120

180

240

300

333



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2712632713

<223>nesa,c,g,0t

<220>

<221> misc_feature
<222> (32)..(33)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 53
cagggtcagg tagtacatgg tsnnsnnsnn snnctgctct ttggccttca cgac

<210> 54

<211> 48

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador Adhiron_mut2

<220>

<221> misc_feature
<222> (20)..(21)
<223>nesa,c,g,0t

<220>

<221> misc_feature
<222> (23)..(24)
<223>nesa,c,g,o0t

<220>

<221> misc_feature
<222> (26)..(27)
<223>nesa,c,g,0t

<220>

<221> misc_feature
<222> (29)..(30)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 54
ctggagcitct ttgaagttsn nsnnsnnsnn cttgacccac actttggc 48

<210> 55

<211> 54

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador mutagénico para la construccion de biblioteca de aglutinantes en el bucle 1 (adhiron mut 1)

<220>

<221> misc_feature
<222> (22)..(23)
<223>nesa,c,g,0t

<220>

<221> misc_feature
<222> (25)..(26)
<223>nesa,c,g,o0t

<220>

<221> misc_feature
<222> (28).. (29)
<223>nesa,c,g,o0t

<220>
<221> misc_feature

107

54
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<222> (31)..(32)
<223>nesa,c,g,o0t

<400> 55
gtcgtgaagg ccaaagagca gnnsnnsnns nnsaccatgt actacctgac cctg 54

<210> 56

<211>18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de variantes de la biblioteca del bucle Adhiron mut1

<220>

<221> misc_feature

<222> (8)..(11)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

25

30

35

40

45

50

55

60

<400> 56
Val Val Lys Ala Lys Glu Gln Xaa Xaa Xaa Xaa Thr Met Tyr Tyr Leu
1 5 10 15
Thr Leu

<210> 57

<211> 48

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador mutagénico para la construccién de la biblioteca de aglutinantes en el bucle Adhiron mut2

<220>

<221> misc_feature
<222> (19)..(20)
<223>nesa,c,g,o0t

<220>

<221> misc_feature
<222> (22)..(23)
<223>nesa,c,g,0t

<220>

<221> misc_feature
<222> (25)..(26)
<223>nesa,c,g,o0t

<220>

<221> misc_feature
<222> (28)..(29)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 57

gccaaagtgt gggtcaagnn snnsnnsnns aacttcaaag agctccag 48

<210> 58
<211> 16
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de variantes de la biblioteca del bucle Adhiron mut 2

108
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40

45

50

55
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<220>

<221> misc_feature

<222> (7)..(10)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<400> 58
Ala Lys Val Trp Val Lys Xaa Xaa Xaa Xaa Asn Phe Lys Glu Leu Gln
1 5 10 15
<210> 59
<211> 105
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia Knottin MCoTI-Il de unién a tripsina

<400> 59
gccatggeeg gtgtgtgece caagatcttg aaaaagtgec geccgtgacag cgattgtecce

ggcgcectgeca tctgeccgegg caatggctat tgcggagcgg ccgcea

<210> 60

<211> 32

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia Knottin MCo-TI-Il de union a tripsina

<400> 60
Ala Met Ala Gly Val Cys Pro Lys Ile Leu Lys Lys Cys Arg Arg Asp
1 5 10 15
Ser Asp Cys Pro Gly Ala Cys Ile Cys Arg Gly Asn Gly Tyr Cys Gly

20 25 30

<210> 61

<211> 99

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la creacion de una biblioteca de mutantes Knottin

<220>

<221> misc_feature
<222> (11)..(11)
<223>nesa,c,g,0t

<220>

<221> misc_feature
<222> (14)..(14)
<223>nesa,c,g,o0t

<220>

<221> misc_feature
<222> (17)..(17)
<223>nesa,c,g,0t

<220>
<221> misc_feature
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<222> (20)..(20)
<223>nesa,c,g,o0t

<220>

<221> misc_feature
<222> (23)..(23)
<223>nesa,c,g,0t

<220>

<221> misc_feature
<222> (26).. (26)
<223>nesa,c,g,0t

<220>

<221> misc_feature
<222> (29).. (29)
<223>nesa,c,g,0t

<220>

<221> misc_feature
<222> (32)..(32)
<223>nesa,c,g,0t

<220>

<221> misc_feature
<222> (35)..(35)
<223>nesa,c,g,o0t

<220>

<221> misc_feature
<222> (38)..(38)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 61

ggtgtgtgev nsvnsvnsvn svnsvnsvns vnsvnsvnst gccgccgtga cagcgattgt

ES 2712632713

cccggegect gcatctgecg cggcaatgge tattgegga

<210> 62
<211>99
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia variada en la biblioteca de mutantes knottin

<220>

<221> misc_feature
<222> (62)..(62)
<223>nesa,c,g,0t

<220>

<221> misc_feature
<222> (65)..(65)
<223>nesa,c,g,0t

<220>

<221> misc_feature
<222> (68)..(68)
<223>nesa,c,g,0t

<220>

<221> misc_feature
<222> (71)..(71)
<223>nesa,c,g,0t

110

60

99



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

<220>

<221> misc_feature
<222> (74)..(74)
<223>nesa,c,g,0t

<220>

<221> misc_feature
<222> (77)..(77)
<223>nesa,c,g,0t

<220>

<221> misc_feature
<222> (80)..(80)
<223>nesa,c,g,0t

<220>

<221> misc_feature
<222> (83)..(83)
<223>nesa,c,g,0t

<220>

<221> misc_feature
<222> (86)..(86)
<223>nesa,c,g,0t

<220>

<221> misc_feature
<222> (89)..(89)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 62

ES 2712632713

tccgcaatag ccattgeccge ggcagatgca ggecgeccggga caatcgcetgt cacggeggca

snbsnbsnbs nbsnbsnbsn bsnbsnbsnb gcacacacc

<210> 63
<211> 33
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia Knottin variada en la biblioteca

<220>
<221> misc_feature
<222> (4)..(13)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<400> 63

Gly Val Cys Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Cys Arg Arg

1

10

15

Asp Ser Asp Cys Pro Gly Ala Cys Ile Cys Arg Gly Asn Gly Tyr Cys

Gly

<210> 64
<211>121
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

25
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<223> Secuencia pD7-Sce1 nucleétidos 1 - 120

<400> 64
ggtaccgaat tctagggata acagggtaat atgcatctte tgacctcette tcecttectecce 60
acagggcatg gcaaaacctce tgagccagga agaaagcaca ctgattgaaa gagcaaccgce 120
t 121

<210> 65

<211>18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Fragmento del gen de resistencia a blasticidina codificado por pD7-Sce1

<400> 65

Met Ala Lys Pro Leu Ser Gln Glu Glu Ser Thr Leu Ile Glu Arg Ala
1 5 10 15
Thr Ala

<210> 66

<211>120

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Fragmento de secuencia pD7-ObLiGaRe

<400> 66
ggtaccgaat tcttttctgt caccaatcct ggggccacta gggacactgt ggggtggagg 60
aaatgcatct tctgacctct tctctteccte ccacagggca tggcaaaacce tctgagceccag 120

<210> 67

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Fragmento del gen de resistencia a Blasticidina codificado por pD7-ObLiGaRe

<400> 67

Met Ala Lys Pro Leu Ser Gln
1 5

<210> 68

<211> 1061

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia del brazo de homologia izquierdo ROSA 26

<400> 68

112
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15

gcgatcgege
ttggttggeg
tcgetcetgece
cgcggtcegge
gcgagcggcc
gcctegtegt
tcgtgcaagt
cggcecctecee
ggaagcgcege
agcacgttte
actccgggga
acttgctctce
ggggagaagg
agttctctge
ctcttceccte
gcagtagtcc
ctcgeggttg

tcgaggecge

<210> 69

<211>703
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

tgattggcett
taaggcgcect
cactgggtgg

ctctggeggg

gcccacccte
ctgattggcet
tgagtccatce
ctcggcececeeg
gctgggggcg
cgacttgagt
gtggagggaa
ccaaagtcge
ccgcacccett
tgcctectgg
gtgatctgca
agggtttect
aggacaaact

tctaggaatt

ES 2712632713

cttttectee
gtcagttaac
ggcgggaggt
gcgggggagg
cccttectet
ctcggggcececce
cgccggccag
cgccgcagag
gggacgggca
tgcctcaaga
ggagcgaggg
tctgagttgt
ctccggaggg
cttctgagga
actccagtct
tgatgatgtc
cttcgeggte

cacgccgeca

cgcegtgtgt
ggcagccgga
aggtggggtg
ggagggaggg
gggggagtcg
agaaaactgg
cgggggcggce
tctggecegeg
gtagggctga
ggggcgtget
ctcagttggg
tatcagtaag
gggaggggag
ccgecctggg
ttctagaatg
atacttatcc
tttccagtgg

ccatgaccga

<223> Secuencia del brazo de homologia derecho ROSA 26

<400> 69

gtatacggga
tttgtcggga
ggggttttat
ccatcgaggt
tactacagta
tttaaagagce
gtattttaga
tagacagagc
agacagatta
tcttttataa
tgtctatcac

gttttacaac

attgaacagg
agttttttaa
gcagcaaaac
agattaaaga
tgaaattaca
ccagtacttc
acactcattt
attggcattt
gttacataca
ctccttagta
ctctcecegte

aatagatgta

tgtaaaattg
taggggcaaa
tacaggttat
catgctcacc
gtgtcgecgag
atatccattt
tagccccatt
tcecctttect
ccacaaatcg
cactttttgt
aggtggtgtt

ttgagaatcc

gagggacaag
taaggaaaat
tattgettgt
cgagttttat
ttagactatg
ctccegetee
ttcatttatt
gatcttagaa
aggctgtagce
tgatcctttg
ccacatttgg

aacctcctge

113

gaaaacacaa
gtgcgcagec
aggcgagctg
tcagcgaaag
ttttaccecge
cccttgecat
gaggaggcge
cgccectgeg
gcggectgegg
gagccagacc
ctgttttgga
ggagctgcag
tgttgcaata
cctgggagaa
cattaaggga
tgtcccetttt
ggatcgacgg

g

acttcccaca
gggaggatag
gatcegecte
actctcctge
taagcagaat
ttctgcagece
atactggcectt
gtctgatgac
tggggcctca
ccttgatcct
gcctattcte

agg

atggcgtgtt
gccggecagec
gacgtgcggg
tagctcgege
cgccggecgg
tggctcgtgt
tcccaggtte
caacgtggca
ggcgggtgea
tccatcgege
ggcaggaagce
tggagtagge
cctttetggg
tceccttecee
tctgtaggge
ttttccacag

tatcgtagag

gattttcggt
gtagtcatct
ggagtatttt
ttgagatcct
tttaatcatt
ttatcaaaag
atccaacccce
tcatgaaacc
acactgcagt
taattttcag

agtccaggga

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1061

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

703
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<210> 70

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de reconocimiento TALEN izquierda

<400> 70
tccectccac cccacagt 18

<210> 71

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Espaciador TALEN

<400> 71
ggggccacta gggac 15

<210>72

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia diana TALEN derecha

<400> 72
aggattggtg acagaaaa 18

<210> 73

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia TALEN derecha

<400> 73
ttttctgtca ccaatcct 18

<210> 74

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador AAVS-Left-arm-junction-PCR-Forw (9625)

<400> 74
ccggaactct gecectctaac 20

<210> 75

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador BSD_Junction PCR-rev (9626)

<400> 75
tagccacaga atagtcttcg gag 23
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<210> 76

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador Donor_plasmid_seq_PDGFRTM-2 Forw

<400> 76
acacgcagga ggccatcgtg g 21

<210> 77

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador AAVS1_right arm_junction_PCR_rev

<400> 77
tcctgggata ccccgaagag 20

<210> 78

<211> 54

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador 2598

<400> 78
ttttttttaa ttaagattat tgactagtta ttaatagtaa tcaattacgg ggtc

<210> 79

<211> 52

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador 2619

<400> 79
ttttttgttt aaacttacct tggatccctt gccggggcete aggctcaggg ac

<210> 80

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador M13Leadseq

<400> 80
aaattattat tcgcaattcc tttggttgtt cct 33

<210> 81

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador Notmycseq

<400> 81
ggccccattc agatcctctt ctgagatgag 30
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<210> 82

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador 2623

<400> 82
taaagtaggc ggtcttgaga cg

<210> 83

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador 2624

<400> 83
gaaggtgctg ttgaactgtt cc

<210> 84

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador 2595

<400> 84
gagggctctg gcagctage 19

<210> 85

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador 2597

<400> 85
tcgagactgt gacgaggctg 20

<210> 86

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador 2625

<400> 86
ccttggtgct ggcactcga 19

<210> 87

<211>40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador 1999

<400> 87

ES 2712632713

22

22

aaaaagcagg ctaccatgag ggcctggatc ttctttctee

40
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<210> 88

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de reconocimiento TALEN

<400> 88
tccaccggtc gccaccatgg tgagcaaggg cgaggagctg ttca 44

<210> 89

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador AAVS1_HA-L_Nested_Forw1

<400> 89
gtgccecttge tgtgccgeeg gaactetgece cte 33

<210> 90

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador EGFP_Synthetic_gene_Rev_Assembly

<400> 90
ttcacgtcgc cgtccagctc gac 23

<210> 91

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador Purotk_seq_fow2

<400> 91
tccataccga cgatctgcga c 21

<210> 92

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador J44

<400> 92
aaaagcgcct cccctacceg gtagaat 27

<210> 93

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador J46

<400> 93
ggcgacacgg aaatgttgaa tactcat 27
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<210> 94

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador J48

<400> 94
cactacaccc agaagtccct gagectg 27

<210> 95

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador pSANG10pelB

<400> 95
cgctgcccag ccggcecatgg 20

<210> 96

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador 2097

<400> 96
gatggtgatg atgatgtgcg gatgcg 26

<210> 97

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador 2423

<400> 97
ttttttccat gggccggccc tecttcagtt tagttgag 38

<210> 98

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador 2437

<400> 98
ttttttgcgg ccgeggaagce cgtgatctec ttetetcte 39

<210> 99

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador 2622

<400> 99
gaacaggaac acggaaggtc 20
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<210> 100

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador 41679

<400> 100
atgagttgga gctgtatcat cc 22

<210> 101

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador 2621

<400> 101
gcattccacg gcggecge 18

<210> 102

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido SLLMWITQV (NY-ESO-1 157-165) reconocido por c12c2

<400> 102

Ser Leu Leu Met Trp Ile Thr Gln Val

1

<210> 103

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2712632713

5

<223> Péptido MART-1 26-35 reconocido por MEL5 TCR

<400> 103

Glu Leu Ala Gly Ile Gly Ile Leu Thr Val
5

1

<210> 104

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador 4JFH-Valpha-F

<400> 104
acacacgcta gccagaaaga ggtggaacag

<210> 105

<211> 50

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador 2770

30
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<220>

<221> misc_feature
<222> (21)..(22)
<223>nesa,c,g,0t

<220>

<221> misc_feature
<222> (30)..(31)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 105
caaagaacag ctcgccggts nncccgassn nggagctggce gcaaaagtac

<210> 106

<211> 53

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador 2771

<220>

<221> misc_feature
<222> (23)..(23)
<223>nesa,c,g,0t

<220>

<221> misc_feature
<222> (30)..(31)
<223>nesa,c,g,0t

<220>

<221> misc_feature
<222> (33)..(34)
<223>nesa,c,g,o0t

<400> 106
ctcgcccgaa ggtgggaatg tangwtccsn nsnnaagtgg gcgcacggceg cac

<210> 107

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador 2780

<400> 107
ctggcagcta gcaagcagga ag 22

<210> 108

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador 2781

<400> 108
tacattccca ccttcgggeg ag 22

<210> 109

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

120
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<220>
<223> Cebador 2782

<400> 109
ttttttgcgg ccgcggacag gttctg

<210> 110

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador 2783

<400> 110
cgtaagctgg taccttatta tctaggg

<210> 111

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador 2785

<400> 111

ES 2712632713

26

27

ccctagataa taaggtacca gcttacg 27

<210> 112

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador 2787

<400> 112
accggcgagc tgttctttg 19

<210> 113

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador 2788

<400> 113
agtgacaagc ttttattatc tgggtg

<210> 114

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador 2789

<400> 114
caggtcctcg agcactgtc 19

<210> 115

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

26
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<220>
<223> Cadena de inserto de ADN bicatenario CRISPR1

<400> 115
ggggccacta gggacaggat gtttt 25

<210> 116

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena de inserto de ADN bicatenario CRISPR1

<400> 116
catcctgtee ctagtggecc cecggtg 26

<210> 117

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena de inserto de ADN bicatenario CRISPR2

<400> 117
gtcaccaatc ctgtccctag gttt 25

<210> 118

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena de inserto de ADN bicatenario CRISPR2

<400> 118
ctagggacag gattggtgac cggtg 25

<210> 119

<211>102

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ARN CRISPR 1

<400> 119
ggggggccac uagggacagg auguuuuaga gcuagaaaua gcaaguuaaa auaaggcuag
uccguuauca acuugaaaaa guggcaccga gucggugcuu uu

<210> 120

<211>102

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ARN CRISPR 2

<400> 120
gggucaccaa uccugucccCu agguuuuaga gcuagaaaua gcaaguuaaa auaaggcuag

uccguuauca acuugaaaaa guggcaccga gucggugcuu uu

122
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<210> 121

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador 2723

<400> 121
cgcgccagaa gtctcaccaa geccca 25

<210> 122

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador 2724

<400> 122
cgcgtgggct tggtgagact tctgg 25

<210> 123

<211> 60

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador 2768

<400> 123
aattctccee tccaccccac agtagggaca gtggggecag gattggtgac agaaaatgca

<210> 124

<211> 52

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador 2769

<400> 124
ttttctgtca ccaatcctgg ccccactgte cctactgtgg ggtggagggg ag 52

<210> 125

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador 2778

<400> 125
aattctaggg ataacagggt aatatgca 28

<210> 126

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador 2779

<400> 126
tattaccctg ttatccctag 20
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<210> 127

<211> 60

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador 2808

<400> 127
aattcttttc tgtcaccaat cctggggcca ctagggacac tgtggggtgg aggggatgca 60

<210> 128

<211> 57

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador 2809

<400> 128
tccecteccac ceccacagtgt cecctagtgge cccaggattg gtgacagaaa agaattg 57

<210> 129

<211> 41

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador J60

<400> 129
acacacggta ccgegatcgce getgattgge ttettttect ¢ 41

<210> 130

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador 2706

<400> 130
ttttttatgc attctagaaa gactggagtt gcaga 35

<210> 131

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador 2715

<400> 131
gagcgtccgce ccaccctc 18

<210> 132

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador 2716

<400> 132
gagggtgggc ggacgctc 18
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<210> 133

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador 2709

<400> 133
ttttttatgc attaagggat ctgtagggcg cag 33

<210> 134

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador 2710

<400> 134
gtgaattcct agagcggcect ¢ 21

<210> 135

<211> 50

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador 2745

<400> 135
gaggccgctc taggaattca cgccgecace atgaccgagt acaagcccac

<210> 136

<211>48

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador J59

<400> 136
aaaaaaagat ctgtgtgttt cgaatcaggc accgggcttg cgggtcat 48

<210> 137

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador J61

<400> 137
ttttttgtat acgggaattg aacaggtgta aaattg 36

<210> 138

<211>43

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador J62

<400> 138
ttttttcctg caggaggttg gattctcaat acatctattg ttg 43
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<210> 139

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador 2701

<400> 139
gccgacgtct cgtcgetgat gttt

<210> 140

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador 2702

<400> 140

ES 2712632713

25

atcagcgacg agacgtcgge cggtg 25

<210> 141

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador 2703

<400> 141
cgcccatctt ctagaaagac gttt

<210> 142

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador 2704

<400> 142

gtctttctag aagatgggcg cggtg

25

25
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REIVINDICACIONES

1. Un método para producir una biblioteca de clones de células eucariotas que contienen ADN que codifica un
repertorio diverso de aglutinantes que reconocen dianas, que comprende

proporcionar moléculas de ADN donante que codifican los aglutinantes, y células eucariotas, en donde los
aglutinantes son anticuerpos, proteinas o péptidos,

introducir el ADN donante en las células y proporcionar una nucleasa de sitio especifico dentro de las células, en
donde la nucleasa escinde una secuencia de reconocimiento en el ADN celular para crear un sitio de integracién en
el que el ADN donante se integra en el ADN celular, teniendo lugar la integracion a través de mecanismos de
reparacion del ADN endégenos a las células, creando de este modo células recombinantes que contienen ADN
donante integrado en el ADN celular, y

cultivar las células recombinantes para producir clones,

proporcionar de este modo una biblioteca de clones de células eucariotas que contienen ADN donante que codifica
el repertorio de aglutinantes.

2. Un método de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que los aglutinantes son moléculas de anticuerpo; receptores
de linfocitos T; y/o en el que los aglutinantes son multiméricos, que comprenden al menos una primera y una
segunda subunidades.

3. Un método de acuerdo con la reivindicacién 2, en el que las moléculas de anticuerpo son inmunoglobulinas de
longitud completa, 1gG, Fab, scFv-Fc o scFv.

4. Un método para producir una biblioteca de clones de células eucariotas que contienen ADN que codifica un
repertorio diverso de aglutinantes multiméricos que reconocen dianas, comprendiendo cada aglutinante una primera
y una segunda subunidades, en donde el método comprende proporcionar células eucariotas que contienen ADN
que codifica la primera subunidad y proporcionar moléculas de ADN donante que codifican la segunda subunidad
aglutinante, en donde los aglutinantes son anticuerpos, proteinas o péptidos,

introducir el ADN donante en las células y proporcionar una nucleasa de sitio especifico dentro de las células, en
donde la nucleasa escinde una secuencia de reconocimiento en el ADN celular para crear un sitio de integracion en
el que el ADN donante se integra en el ADN celular, teniendo lugar la integraciéon a través de mecanismos de
reparacion del ADN end6genos a las células, creando de este modo células recombinantes que contienen ADN
donante integrado en el ADN celular, y

cultivar las células recombinantes para producir clones que contienen ADN que codifica la primera y la segunda
subunidades del aglutinante multimérico,

proporcionar de este modo una biblioteca de clones de células eucariotas que contienen ADN donante que codifica
el repertorio de aglutinantes multiméricos.

5. Un método para producir una biblioteca de clones de células eucariotas que contienen ADN que codifica un
repertorio diverso de aglutinantes multiméricos que reconocen dianas, comprendiendo cada aglutinante al menos
una primera y una segunda subunidades, en donde los aglutinantes son anticuerpos, proteinas o péptidos, en donde
el método comprende

proporcionar las primeras moléculas de ADN donante que codifican la primera subunidad y proporcionar células
eucariotas,

introducir el primer ADN donante en las células y proporcionar una nucleasa de sitio especifico dentro de las células,
en donde la nucleasa escinde una secuencia de reconocimiento en el ADN celular para crear un sitio de integracion
en el que el ADN donante se integra en el ADN celular, teniendo lugar la integracion a través de mecanismos de
reparacion del ADN endégenos a las células, creando de este modo un primer conjunto de células recombinantes
que contienen un primer ADN donante integrado en el ADN celular,

cultivar el primer conjunto de células recombinantes para producir un primer conjunto de clones que contienen ADN
que codifica la primera subunidad,

introducir las moléculas del segundo ADN donante que codifican la segunda subunidad en las células del primer
conjunto de clones, en donde el segundo ADN donante se integra en el ADN celular del primer conjunto de clones,
creando de este modo un segundo conjunto de células recombinantes que contienen el primer y el segundo ADN
donantes integrados en el ADN celular, y

cultivar el segundo conjunto de células recombinantes para producir un segundo conjunto de clones, conteniendo
estos clones ADN que codifica la primera y la segunda subunidades del aglutinante multimérico,

proporcionar de este modo una biblioteca de clones de células eucariotas que contienen ADN donante que codifica
el repertorio de aglutinantes multiméricos.

6. Un método de acuerdo con la reivindicacion 5, en el que las moléculas del segundo ADN donante se integran
mediante un método que comprende proporcionar una nucleasa de sitio especifico dentro de las células, en donde la
nucleasa escinde una secuencia de reconocimiento en el ADN celular para crear un sitio de integracion en el que el
ADN donante se integra en el ADN celular, teniendo lugar la integracion a través de mecanismos de reparacion del
ADN endégenos a las células.
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7. Un método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 3 a 6 en el que los aglutinantes multiméricos son
moléculas de anticuerpo que comprenden un dominio variable de cadena pesada (VH) y un dominio variable de
cadena ligera (VL) como subunidades separadas.

8. Un método de acuerdo con la reivindicacion 7, en el que los aglutinantes multiméricos son inmunoglobulinas
completas.

9. Un método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que las células son células
eucariotas superiores con un tamario de genoma superior a 2 x 107 pares de bases.

10. Un método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que las células son de mamifero.

11. Un método de acuerdo con la reivindicaciéon 10, en el que las células son células HEK293, células de ovario de
hamster chino (CHO), células de linaje de linfocitos T o células de linaje de linfocitos B o cualquiera de las lineas
celulares enumeradas en la "Cancer Cell Line Encyclopedia” o el "COSMIC catalogue of somatic mutations in
cancer".

12. Un método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la secuencia de
reconocimiento esta en el ADN genomico de las células.

13. Un método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la secuencia de
reconocimiento para la nucleasa de sitio especifico tiene lugar solo una o dos veces en el ADN celular.

14. Un método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la nucleasa de sitio especifico
escinde el ADN celular para crear una rotura bicatenaria que sirve como un sitio de integracion.

15. Un método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la nucleasa es una
meganucleasa, una nucleasa con dedos de cinc (ZFN), una nucleasa TALE, o en el que la escisién del ADN esta
dirigida por el sistema CRISPR/Cas.

16. Un método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el ADN donante comprende
un elemento genético para la seleccion de células en las que se integra el ADN donante.

17. Un método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la integracion del ADN
donante en el ADN celular coloca la expresion del aglutinante y/o la expresion de un elemento de seleccion genética
bajo el control de un promotor presente dentro del ADN celular.

18. Un método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la biblioteca contiene al
menos 100, 103, 104, 10% o 10° clones, derivandose cada clon de una célula recombinante individual producida por
integracién de ADN donante.

19. Un método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la biblioteca codifica al menos
100, 103, 104, 10° 0 108 aglutinantes diferentes.

20. Un método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que cada clon contiene ADN
donante integrado que codifica solo uno o dos miembros del repertorio de aglutinantes.

21. Un método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que las células eucariotas son
diploides y contienen una secuencia de reconocimiento para la nucleasa de sitio especifico en loci fijos duplicados
en el ADN celular.

22. Un método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 19, en el que cada clon contiene ADN donante
integrado que codifica un solo miembro del repertorio de aglutinantes.

23. Un método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que cada una de las moléculas de
ADN donante codifican un unico aglutinante o subunidad de aglutinante.

24. Un método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que los aglutinantes se muestran
en la superficie de la célula.

25. Un método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que los aglutinantes se secretan
de las células.

26. Un método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el ADN donante se obtiene
de rondas de seleccién de presentacion de fagos.
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27. Un método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende ademas:

cultivar la biblioteca para expresar los aglutinantes,

recuperar uno o mas clones que expresan un aglultinante de interés, y

generar una biblioteca de derivados a partir del uno o mas clones recuperados, en donde la biblioteca de
derivados contiene ADN que codifica un segundo repertorio de aglutinantes.

28. Un método de acuerdo con la reivindicacion 27, en el que generar la biblioteca de derivados comprende aislar el
ADN donante de uno o mas clones recuperados, introducir la mutacion en el ADN para proporcionar una poblacion
derivada de moléculas de ADN donante que codifican un segundo repertorio de aglutinantes, e introducir la
poblaciéon de derivados de moléculas de ADN donante en células para crear una biblioteca de derivados de células
gue contienen ADN que codifica el segundo repertorio de aglutinantes.

29. Un método de acuerdo con la reivindicaciéon 27, en el que generar la biblioteca de derivados comprende
introducir la mutacién en el ADN donante en uno o mas clones recuperados mediante la induccién de la mutacién del
ADN dentro de los clones.

30. Un método para producir un repertorio diverso de aglutinantes, que comprende producir una biblioteca mediante
un método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 29 y cultivar las células de la biblioteca para
expresar los aglutinantes.

31. Un método de cribado de un aglutinante que reconoce una diana, que comprende:

producir una biblioteca por el método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 29,

cultivar células de la biblioteca para expresar los aglutinantes,

exponer los aglutinantes a la diana, permitiendo el reconocimiento de la diana por uno o mas aglutinantes afines,
si estan presentes, y

detectar si la diana es reconocida por un aglutinante afin.

32. Un método de acuerdo con la reivindicacion 31, en el que los aglutinantes son moléculas de anticuerpo y la
diana es un antigeno, o en el que los aglutinantes son TCR y la diana es un complejo MHC:péptido.

33. Un método de acuerdo con la reivindicacion 31 o la reivindicacién 32, que comprende ademas detectar el
reconocimiento de dianas por un aglutinante afin y recuperar células de un clon que contiene ADN que codifica el
aglutinante afin.

34. Un método de acuerdo con la reivindicacion 33, que comprende ademas aislar el ADN que codifica el aglutinante
del clon recuperado, obteniendo de este modo el ADN que codifica un aglutinante que reconoce la diana.

35. Un método de acuerdo con la reivindicacion 33 o la reivindicacién 34, que comprende introducir una mutacién o
convertir el ADN en un ADN modificado que codifica un aglutinante reestructurado.

36. Un método de acuerdo con la reivindicacion 35, en el que el aglutinante es un scFv y el método comprende
convertir el ADN que codifica el scFv en el ADN que codifica una Ig o un fragmento de la misma mientras se
mantienen los pares de cadenas VH y VL variables originales.

37. Un método de acuerdo con las reivindicaciones 34, 35 o 36, que comprende ademas introducir el ADN en una
célula hospedadora y opcionalmente que comprende ademas cultivar las células y concentrar las células para
proporcionar un sedimento celular o una suspension celular concentrada.

38. Un método de acuerdo con las reivindicaciones 33 o 37, que comprende ademas cultivar las células para
expresar el aglutinante y purificar el aglutinante.

39. Uso de una nucleasa de sitio especifico para la escision dirigida de ADN celular en la construccion de una
biblioteca de células eucariotas que contienen ADN que codifica un repertorio de aglutinantes, mediante un método
de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 38, en donde la escisién del ADN mediada por nucleasas
mejora la integracion de sitio especifico de los genes de aglutinante a través de mecanismos de reparacion de ADN
celular endégenos.
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>"promotor pEF

20 40 5C &G
GGT GAG GCT GT GGG CAG AGC GCA CAT CGC CCA CAG
T GGG GAG GAA CCG GIG CCT AGA GGC GCG
GG GIG ATG TCG TGT TCC GCC TTT TTC CCG AGG GIG GGG GAG
A CAG TAG TC3 CCG TGA ACG TTC TTT TTIC GCA ACG GGT TIG CCG CCA
G2 i CCG TGT GIG GIT CCC GCG GGC CTG GCC TCT TTA CGG GTT ATG GCC
CIT GCG I6C CTT GRA TTA CTT CCA CCT G&C 7CC AGT ACG TGA TIC TIG ATC CCG AGC TGG
AGC CAG GGG CGG GCC TIG CGC TTT AGG T7C GCC ICG TGC TIG AGT TGA GEC CIG
GCC TGG GCG CTIG GGG CCG CCG (6T GLE GTG GCA CCT 7CG CGC CTE ICT CGC T6C
TTIT CGA TAA GTC TCT AGC CAT TTA AAR ATG ACC T7GC TGC GAC GCT TTIT 717 CIC
GCAR AGA TAG TCT IGT AAA TGC GGG CCA GC& CAC TGG TAT TIC GGT ITT TG GCC
CGC GGC CGG CGA CGG GBC CCG T6C GIC CAC ATG TTC GGC GAG GCC GGG CCT G6CG
AGC GCG GCC ACC GAG AAT (GG ACG GGG TCA AGC TGG CCG GCC 76T TCT GET GCC
TGG CCT CBC GCC GCC GIG TAT CGC CCC GGC GGC AAG GCT GBC CCG GIC GGC ace
AGT TGC GIG AGC GGR AAG ATG GCC GCT CCC IGC TCC AGG GGG CTC ARA ATG GAG
GAC GCG 8CG CTC GGG AGA GCG GGC GGG ACC CRC ACR AAG GAA RAG GGC CTT TCC
GIC CTC AGC CGT CGC TIC ATG IGA CIC GIA CCC GGC GIC CAG GCA
TTR GIT CIG GAG CIT TIG GAG TAC GIC RGG TIC GGG GG 6TT IT
GGR GIT ICC CCA CAC TGA GTG GGT GGA AGT TAG GCC 176G GCA CIT
ATT CTIC GTT GGA ATT TGC CCT ITT TGA ATC ITG GIT T ¢
LGT GGT TCA ARG TTT I7T 0T TICC ATT GTC GIC AGA CGT GGCCACC ATG AGG 6CC

ey

il
]
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>"Notl" !
1570 | 1580 1380 1600 1610 1620
GAR ATC BAA CGT ACC GCG  GCC GCC CCT TCC GIG TTC ATC TITC CCT CCC TICC GAC GRG CAG
g I X R T A A 4 2 S5 v F 1 ¥ 2 ® 8§ D E &
B "DLL3 VLYe__>C_©_ "HUMAN_C_KAPPA OPTIMIZADO POR CODON'_C___C__ C__C ¢
1630 1840 1850 1660 1670 1680
CTG AAZ TCC GGC ACC GCU TCT ST6 GIG TGC CT5 TG AAC AAC TTC TAC COT 066 GaG GCC
L X 5 G T A S Vo o L L N N ¥ Y P R E A>
__©__C__ & G__C___"HUMAN_C_KAPPA OPTIMIZADOPORCODON"_C__C__ € & & & >
1650 1700 1710 1720 1730 1740
BAG GTG CAL TGG AAC GTG GAC AARZ GCC CTG LAG TCC GGC AAC TCC CAG GARA TCC GTC ACC
vV g W OXx vV B N & L Q 5 ¢ N S § E S8 v >

>

L ¢ T C_ £ "HUMAN_C_KAPPA OPTIMIZADO POR CODON" _C
1750 1766 1770 178G
GAG CAG GAC TCC ARG GAT TCT ACC TAC TCC 076 TOC TCC ALC
g 9 0 3 % b 5 T ¥ 5 L 85 8
LT c_ € C___ "HUMAN_C_KAPPA OPTIMIZADO POR CODON"_C
1810 1820 1832 1840 186
GAC TAC GAG AAG CAC RAG CIG TAC GCC TGC GAA GTG ACC CAC CAG GGC CTIG ICC TCT CCC
b ¥ 8 K H K L Y A ¢ E ¥ T B ¢ G L S8 S P>
G B BB . "HUMAN_C_KAPPA OPTIMIZADO POR CODON" .%o e GG
S"HindIII" >"Bcll®  >"BGH_pd>
1870 1880 1890 1900 1910 | 1920

GIG ACC AAG TCC TIC RAC CGG GGC GRG TGC TR ATA ARA GCT TAC GAC GIG ATC AGC CIC
¥y T X 8§ F ¥ R 6 E ©

e "HUMAN_C_KAPPA OPTIMIZADO POR CODON" L2

1930 1940 1950 1950 1970 1980
GAC IGT GCC TIC TAG TI6 CCA GCC ATC TGT IGT I7G CCC CIC CCC CGT GCC TTC CIT GAC
19%0 2000 2010 2020 2030 2040
CCT GGA AGG TGC CAC ICC CAC TGT CCT TIC CTA ATA RAA TIGA GGA RAT TGC AIC GCA TIG
2030 2060 2070 2080 2090 2108

TCT SAG TAG GIG TCA ITC TAT TCT GGG GGG TGG GGT GGG GCR GGA CAG CAA GGG GGA GGA

>"Spel CMV_promoter"=

2110 2120 2130 2140 i1 2150 2160
TTG GGA AGA CAA TAG CAG GCA TGC TGG GGA ACA TTG ATT ATT GAC TAG TTA TTA ATA GTA
ATC AAT TAC GGG GTC ATT AGT TCA TAG CCC ATA TAT GGA TT CCG CGT TAC ATA ACT TAC
GGT ARA TGG CCC GCC IGG CTG ACC GCC CAA CGA CCC CCG CCC ATT GAC GTC AAT RAT GAC
GTA TGT TCC CAT AGT AAC GCC AAT AGG GAC TTT CCA TTG ACG TCA ATG GGT GGA GIA TIT
ACG GTA AAC TGC CCA CTT GGC AGT ACA TCA AGT GTA TCA TAT GCC RAG TCC GCC CCC IAT
TGA CGT CAa TGA CGG TAA ATG GCC CGC CIG GCA TTA TGC CCA GTA CAT GAC CTT ACG GG

>Pex-Neo_site"

28670 2480 2430 2500 | 251¢ 25
CIT TCC TAC 776 GCA GTA CAT CTA COGT ATT AGT CAT CGC TAT TAC CAT AGT GAT GCG G
TTG GCA GTa CAC CAA TGG GLG TGG ATA GCG GIT TGA CTC ACG GGG ATT ICC 2aG ICT C
CCC CAT TGA CGT CAA TGG GAG TIT GTIT TIG GCA CCA ARA TCA ACG GGA CTT TCC AAA
TCG TRA TRA CCC CGC CCC GIT GAC GCA AAT GGG CGG TAG GCG TGT ACG GIG GGA GGT C

€ promotor CMV terminal-Il-lider tripartita >

2650 2660 2670 2630 2690 2700
TAT AAG CAG AGC TCG TTT AGT GRA CCG TCA GATIC CT CAC ICT CIT CCG CAT CGC TGT CTIG
CGA GGG CCA GCT_GTT GGG CTC GCG GTIT GAG GAC AAA CTC TTC GCG GIC ITT CCA GTA CIC
TTG GAT CGG AAA CCC GTC GGC CTC CGA ACG GTA CTC CGC CAC CGA GGG ACC TGA GCG AGT

>Pex~Xhnl_sifte”

2890 2900 12810 2320 2930 2940
CCG CAT CGA CCG GAY CGG AAR ACC TCT CGT GAA AGG CGT CTA ACC AGT CAC AGT CGC RAG
GTA GCC TGR GCA CCG TGG CGG GCG GCA GCG GGT GGC GGT CGG GGT IGT TTC TGG CGG AGG
TGC TCC TGA TGA TGT AAT TAA AGT AGG CGG TCT TGA GAC GGC GGA TGG TCG AGG TGA GGT
GTG GCA GGC TIG AGA TCC AGC TGT TGG GGT GAG TAC TCC CIC TCA AAA GCG GGC ATT ACT
TCT GCG CTA AGR TTG TCA GIT TCC AAZ AAC GAG GAG GAT TTG ATA TTC ACC TGG CCC GAT
CIG GCC ATA CAC TTG AGT GAC AAT GAC ATC CAC TTT GCC TTT CTC TCC ACA GGT GTC CAC

Fig. 2 (continuacién)
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>"Prmel_Pmll_junction®
3250 | 3260 3270 3280 3290 3300
TCC CAG GTC CAA GTT TGT GGA AAT TAA TAC GAC GIG GCC ACC ATG AGT 7G5 AGC IGT ATC
¥ 8§ W s C D
__ e "LIDER1"__e_ >
> intrén *

|

3310 3320 3330 3349 3350 3360
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€ CASETE DE EXPRESION DE ANTICUERPO D 1.3
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TGGCCCGGGCATG ATAACTTCGTATAATGTATGCTATACGAAGTTATG TATAC GGCGCGCCC ACTAGGGACAGGATTGGTGACA
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GAA BAG CCC CAT CCT TAG GCC TCC TCC TTC CTA GIC TCC TGA TAT TGG GIC TAA CCC CCA
CCT CCT GTT AGG CAG ATT CCT TAT CTG GTIG ACA CAC CCC CAT TTC CTG GAG CCA TCT CIC
7CC TTG CCA GAA CCT CTA AGG TTT GCT TAC GAT GGA GCC AGA GAG GAT CCT GGG AGG GAG
AGC TG GCA GGG GGT GGG AGG GAA GGG GGG GAT GCG TGA CCT GCC CGG TIC TCA GIG GCC
ACC CTG CGC TAC CCT CTC CCA GAA CCT GAG CTIG CTC TGA CGC GGC TGT CTG GIG CGT TIC
ACT GAT CCT GGT GCT GCA GCT TCC TTA CAC TTC CCA AGA GGA GAA GCA GTT TGG AAA AAC
AMA ATC AGA ATA AGT TGG TCC TGA GTT CTA ACT TTG GCT CTT CAC CIT TCT AGT CCC CAA
TTT ATA TTG TTC CTC CGT GCG TCA GIT TTA CCT GIG AGA TAA GGC CAG TAG CCA GCC CCG
TCC_TGG CAG GGC TGT GGT GAG GAG GGG GGT GTC CGT GTG GAA AAC TCC CIT TGT GAG AAT
GGT GCG TCC TAG GTG TTC ACC AGG TCG TGG CCG CCT CTA CTC CCT TTC TCT TIC TCC ATC
CTT CTT TCC TTA AAG AGT CCC CAG TGC TAT CTG GGA CAT ATT CCT CCG CCC AGA GCA GGG
TCC CGC TTC CCT AAG GCC CTG CTC TGG GCT TCT GGG TTT GAG TCC TTG GCA AGC CCA GGA
GAG GCG CTC AGG CIT CCC TGT CCC CCT TCC TCG TCC ACC ATC TCA TGC CCC TGG CTC TCC
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RccSI" ECORL" BRVSL left_homology_arm™-

| P10 20 30 40 50 60
GGT ACC GAA TTC GCC CTT T6C TTT CTC TGA CCT GCA TTC TCT CCC CTG GGC CTE TGC CGC
822
€——-BAVS left homology arm-—~TIC TGG GTA CTT TTA TCT GIC CCC TCC ACC CCA CAG TGG GGC

Nsil 832 sitio de FRT N

ARG ATG CA GAAGTTCCTATTCCGAAGTTICCTATICTICTAGRAAGTATAGGAACTTIC GACC

lox 2272 I-Scel_meganuclease

ATARCTTCGTATARACTATCCTATACGRAGTTAT GCGRICGCTCCCGCG TAGGGRTAACAGGGTAATAAG

TALEN izquierdo eGFP  espaciador ~ €GFP_right TALEN
TCCACCGGTCGCCA CCATGEIGAGCARGGS CGAGGAGCTGTTCA CTTCTGACCICTICICTTICCICC
>"Splice_acceptor _site”
| 1030 10401 10650 1060 1070 1080
CACAG GGC CTA GAG AGA TCT GGC AGC GGR GAG GGC AGR GGA AGT CTT CTA ACA TGC GGT GAC 516
¢ 8§ ¢ & & R & 5§ L L T ¢ &6 0 ¥
b b b b b b M2 _ b b b b b b >

1106 111¢ 112¢ 1130
GAG GAG AAT CCC GGA CCG ATG GIG AGC ARG GGA GAA GAA CIC TTC ACC GGG GIG
E E ¥ P 6 P M V § K ¢ E E L F T & ¥

Db "ZA" b Il c_c_ ¢t C_ "EGFP'"c_c ¢ ¢
1140 1150 1160 1170 1180 1190

GTG CCC ATC CIG GIC GAG CTG GAC GGC GAC GTG AAC GGC CAC RAG TTC AGC GIG TCC GGC
v P I L VvV 2 L 3 ¢ D YV N G #H X F 5 V 5§ &

_ L ¢ ¢ o ¢C_¢c ¢ "EGFP " e £ ¢ Cc €L C_C__C_ >
CGAG GGC GAG GGC GAT GCC ACC TAC GGC AAG CTG ALC CTG AAG TTC ATC TGC ACC ACC GGC
BAG CIG CCC GIG CCC TGG CCC ACC CTC GTG ACC ACC CIG ACC TAC GBC GIG CAG IGC TIC
AGC CGC TAC CCC GAC CAC ATG RAG CAG CAC GAC TTC TTC RAG TCC GCC ATG CCC GAA GGC
TAL GTC CAG GAG CGC ACC ATC TTC TTC AAG GAC GAC GGC AAC TAC ARG ACC CGC GCC GAG
GTG AAG TTC GAG GGC GAC ACC CTIG GTG AAC CGC AIC GAG (TG AAG GGC ATC GAC TIC AAG
GAG GAC GGC AAC ATC CTG GGG CAC AAG CTG GAG TAC AAC TAC AAC AGC CAC AAC GTC TAT
AT ATG GCC GAC ARG CAG ARG AAC GGC ATC AAG GIG AAC TTC AAG ATC CCC CAC AAC ATC
GAG GAC GGC AGC GTG CAG CIC GCC GAC CAC TAC CAG CAG AAC ACC CCC AIC GGC GAC GGC
CCC GIG CIG CIG CCC GAC AAC CAC TAC CTG AGC ACC CAG TCC GCC CTG ACGC AAMA GAC CCC

0 1730 1750 1770 1786 1790
BAC GAG RAG CGC GAT CAC ATG GTIC CTG CTG ZAG TTC GTG ACC GCC GCC GGG ATC 2CT CAC
N E K R p #H# ¥ v L L E F V T 2 A ¢ I T B

¢ Cco.to Tk C_C "BGFP "¢__¢ ¢ _C _C_C _C__C._.>
1800 1810 1820 1830 1840 Mrel 1850
GGC ATG GAC GAG CTG TAC AAC ARG (TG AGC CAC GGC TIC CCG CCG GCG GIG GCG GCG CAG

G ¥ D E L Y XK XK L § B G F P P A V A A O

& GFP -~» 117 SECUENCIA PEST MU ORNITINA DESCARBOXILASA
1860 1870 1880 1890 1960 1910
GRT GAT GGC ACG CTG CCC ATG TCT TGT GCC CAG GAG AGC GGG ATG GAC CGT CAC CCT GCA
£ o ¢ T L P M § C A Q E S G M 2 R H P B
< SECUENCIA PEST MU ORNITINA DESCARBOXILASA >
>"oGH_polyA”
192¢ 1930 1240 1930 | 1960 1970 1980
GCC TET GCT TCT GCT AGG ATC ART GTG TAG G TGA TCA GCC TCG ACT GTG CCT TCT AGT T6C
A& ¢C &2 5 2 R I N V %
SECUENCIA PEST MU ORNITINA DESCARBOXILASA >
1990 2200 2010 2020 2030 2040
CAG CCA TCT &IT GIT TGC CCC TCC CCC GIG CCT TCC TTC ACC CTG GAA GEGT GCC ACT CCC
20350 2060 2070 2080 2096 2100
ACT GIC CIT TCC TAAZ TAA AAT GAG GAA ATT GCA TCG CAT TGT CIG AGT AGG IGT CAT ICT
2110 2120 2130 2140 2150 2160

AIT CIG GGG GGT GGG GIG GGG CAG GAC AGC ARG GGG GAG GAT IGC GAR GAC AAT AGC AGG

Fig. 13
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PGK_promoter
2170 218¢ 2190 2200 2218 2220
CAT GCT GGG GAT GGC CCA ATT CTA CCG GGT AGG GGA GGC GCT TTT CCC AAG GCA GIC IGG
AGC ATG CGC TTT AGC AGC CCC GCT GGG CAC TTG GCG CTA CAC AAG T3G CCT CIG GCC 1CG
CAC ACA TTC CAC ATC CAC CGG TAG GCG CCA ACC GGC TCC GIT CTT T3C IGG CCC CIT CGC
GCC ACC TTC TAC TCC TCC CCT AGT CAG GAA GIT CCC CCC CEC CCC GTA GCT CGC GIC GTG
CAG GAC GTG ACA AAT GCA AGT AGC ACG TCT CAC TAG TCT CET GCA GAT GGA CAG CAC CGC
TGA GCA ATC GAA GCG GGT AGG CCT TIG GBG CAG CGG CCA ATA GCA GCT TIG CIC CIT CGC
TTT CTG GGC ICA GAG GCT GGG AAG GGG TGE GIC CGG GGG CEG GCT CACG GGG CGG GCT CAG
GGG CGG GGC GGG CGC CCG AAG GIC CIC CGE AGE CCC GGC ATT CIG CRC GCT TCA ARA GCG
2650 2660 12670 2680 2630 2700
CAC GIC TGC CGC GCT GIT LIC CIC TTC CTC ATC ICC GGG CCT TIC GAC CIG CAG CCR ACG
2718 2720 2730 2740 2750
CCh CC ATG GGG ACC GAG TAC 3AG CCC ACG GIG CGC CIC GCC ACC CeC GAC GAC GIC CCC
¥M 66 T E Y X ¢ T ¥ R L A T R D D V P

I N o SN o S - S I "PURD_DELTATK" ¢ ¢ __C ¢ C_ ¢ ¢ >
2760 2770 2780 2190 2800 2810

CGG GCC GTA CGC ACC CIC GCT GCC GCG TTC GCC GAC TAC CCC GCC ACG CGC CAC ACC GIC
3GAC CCG GAC CGC CAC ATC GAG CGG GTC ACC BAG CTG CAA GAR CTC TTC CIC ACG CGC GIC
GGG TIC GAC ATC GGC BAG GTG TGG GIC GCG GAC GAC GGC GCC GCG GIG GCG GIC TGE ACC
CE CCG GAG AGC GTC GAA GCG GGG GCG GIG TTC GCC GAG ATC GGC CCG CGC ATG GCC GAG
ITG AGC GGT TCC CGG CTIG GCC GCG CAG CAR CAG ATG GAR GGC CIC CIG GCG CCG CAC CGG
CCC RAG GAG CCC GCG TGG TIC CIG GCC ACC GIC GGBC GIC ICG CCC GAC CAT CAG GGL RAG
GI CTG GGC AGC GCT GIT GIG CTC CCT GGA GIC GAG GCG GUC GAG CGC GCC GGG GI6 ICC
GCC TIC CIG GAG ACC ICC GCG CCC CGC AAC CIC CCC TTC TAC GAG CGG CIC GGC TTC ACC
GTC ACC GBCC GAC GIC GAG GTG CCC GAR GGA CCG CGC ACC TGE TGC ATG ACC CGC AAG ZCC
GGT GCC GBA TCC ATG CCT ACG CTA CTG CGG GTT TAT ATA CGAC GGT CCT CAC GGG ATG 308G
ABA ACC ACC ACC ACG CRA CIG CIG GIG GCU CTIG GGT ICG CGC GATU GAT ATIC GIC TAC GTA
CCC GAG CCG ATG ACT TAC 7GG CAG GIG CTG GGG GCT TCC GAG ACA ATC GCG AAC ATC TAC
CC ACA CAA CAC CGC CIC GAC CAG GGBT GAG ATA TCG GCC GGG GAC GCG GCG GIG GTIA ATG
ACA AGC GCC CAG ATA ACA ATG GGC ATG CCT TRT GCC GTG ACC GAC GCC 8IT CIG GCT ZCT

GY € G G I G Gy w3 02 O3 G Y Gy O G

CAT RTC GGG GGG GAG GCT GGB AGC TCA CAT GCC CCG CCC CCG GCC CIC ACC CIC AIC TIC
GAC CGC CAT CCC ATC GCC GCC CTC CIG TGC TAC CCc GCC GCG CGA TAl CIT ATG GGC AGC
ATG ACC CCC CAG GCC GIG CIG GCG ITC GIG GCC CIC ATC CCG CCG ACC TTG CCC GGC ACA
AAC AIC GIG TIG GGG GCC CTT CCG GAG GAC AGA CAC ATC GAC CGC CIG GCC ARA CGC CAS
C3C CCC GGC GAG CGG CIT GAC CIG GCT AIG CIG GCC GCG ATT CGC CGC GIT TAC GGG CIZ
CIT GCC RAT ACG GIG CGG TAT CTG CAG GBC GGC GGG TCG IGE CGG GAG GAT IGG GGA CAS
CTT ICG GGG ACG GCC GIG CCG CCC CAG GGT GCC GAG CCC CAG AGC AAC GCG GGC CCA CGA
CCC CAT ATC GGG GAC ACG TTA ITT ACC CIG 7TT CBG GCC CCC GAG ITG CIG GCC CCC AAC
GGC GAC CIG TAC AAC GTG TTT GCT TIGG GCC TIG GAC GIC TIG GCT ARA CGC CIC CGT CCC

(L9
ATG CAC GIC ITT ATC CIG GAT TAC GAC CAR TCG CCC GCC GGC T6C CGG GAC GCC CI6 CT6
CRA CTT ACC ICC GGG AIG GIC CAG ACC CAC GIC ACC ACC CCC GGC ICC ATA CCG ACG ATC

4280 4270 4280 4250 £300 4310 4320

TGC GAC CTG GCG CGC ACG TTT GCC CGG GAG ATG GGG GAG GCT RAC TGA G CTC 1AW Aub L
¢ o L A R 1T F B R BE MM G E A N ®
_C_C__C _c__C__ "PURCDELTATK" ¢__ ¢ ¢ ¢ _C_ o>
>"bGH_pa®
4330 | 4340 4350 4360 4378 4380
CTG ATC AGC CTC GAC TGT GCC TTC TAG TTG CCA GCC ATC T6T TGT TIG CCC CIC CCC CGT
4390 4230 4419 4430 1430 4440
GCC TTC CTT GAC CCT GGA AGC 1GC CAC TCC CAC TGT CCT TTC CTA ATA ARM TGA GGA AAT
4450 4460 4470 4480 4490 4500
TGC ATC GCA TTG TCT GAG TAG GTG TCA TIC TAT TICT GGG GGG TGG GGT GGG GCA GGA CAG
4510 4520 4530 4540 4550 4560
CRA GGG GGA GGA TTG GBZA AGR CAA TAG CAG GCA TGC TGG 3GA TEC GGT GGG CIC TAT GGC
4570 4580 4390 4500 4610 4620
TTC TGA GGC GGA AAG ARC CAC CTG GGG CTC GAG ATC CAC TAG TTC TAG CCT CGR GGC TAG

Hpal
4530 Lloxp 4680
AGC GGC CGG CCCT  ATAACTTCGTATAATGTATGCTATACGRAGTTAT CAGGTAR GIT AAC AGGGCGCECCC
4692 5528 Bstzl71
ACTAGGGACAGGATTGETGACA €BAVS1_right_homology_arm"-} TCTGCTCT GACGCGTGIATA

Fig. 13 (continuacion)
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>"AacchSI" >"EcoRi" | Aavsl_Left_homology_arm >>
| b1t 20 30 40 50 o0
GGT ACC GAR TTC_CTA GCT CTT CCA GCC CCC TGT CAT GGC ATC TTC CAG GGG TCC GAG AGC
70 80 90 100 110 120
TCA GCT AGT CTT CTT CCT CCA ACC CGG GCC CCT ATG TCC ACT TCA GGA CAG CAT GTT TGC
130 140 150 160 170 180
TGC CTC CAG GGA TCC TGT GTC CCC GAG CTG GGA CCA CCT TAT ATT CCC AGG GCC GGT TAA
190 200 216 ¢ 220 230 240

TGT GGC TCT GGT TCT GGG TAC TTT TAT CTG TCC CCT CCA CCC CAC AGT GGG GC

Nsil FRT site
AAGATGCAT GAAGTTCCTATTCCGAAGTTCCTATTCTCTAGRAAGTATAGGARACTTC GACC

Lox 2272 meganucleasa I-Sce1
ATAACTTCGTATAAAGTATCCTATACGAAGTTAT GCGATCGCTICGCGCG TAGGGATAACAGGGTAAT 2AG

>"EGFP_left TALEN" >"Splice_acceptor”
! !
| 376 380 390 400 {410
TCCACCGETCGCC ACCRTIGGT CT ICT GAC CIC TTC ICT TICC TCC CA CAG GGC ATG
G M
424 430 440 430 450 470
GCA ARR CCT CTCG AGC CAG GAR GAR AGC ACA CTC ATT GAA AGA GCA ACC GCT ACT AIC AAC
A K p L § ¢ E E § T L I E R A2 T 2 T I ¥

a4 a & _.a & & & "BLASTICDINA" _a_ & a & a & & &..»>
48) 490 500 519 520 530

AGC ATC CCC ATC TCC GAA GAC TAT TCT GTG GCT AGT GCC GCT CIG TCC AGC GAC GGG AGA

s 1 p I S E D Y § V %2 § A A L S5 85 D G PR

350 568 57
GT GIG A4C GIC TAC CAC TIT

i1 F T ¢ ¥ N VvV Y H F T 6 G
_a a & & & 3 a "BIASTICONA"_ _a__a a a a a__a & >

600 810 620 830 840 630
TG GGG ACT GCA GCC GCT GCA GCC GCT GGT AAT CTIG ACC TGT ATC GIG GCC ATT GGC AAC
L 6 7T 2 A A A A A G ¥ L T C I ¥V A I G W
&4 _a a & & & .a "BIASTICDNA" _a__ & a4 & @& a_ a & >

660 570 680 630 700 710
GAA RAT AGG GGC ATC CIG TCC CCR TGC GGC AGG TGT CGE CAG GIG CTG CTG GAT CIG CAT
E ¥N R 6 I L 8 P C G R C R ¢ ¥ L L D L B
_a_a a a  a_a . a "BLASTICDINA" _a__& & a a & a & >
720 730 740 750 766 170

P 6 I K A I VvV K D 8 D G Q P T A ¥V @
& & & & a a_ & "BLASTICDINA" _a__ & & a a 2 a a_ >

Fig. 15
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ES 2712632713

>"SVLC_poly A"
[

190 800 810 820 830 | B4(
CTG CCT AGC GGC TAT GTC TGG GAG GGA TAA TGA A TGA GCT TGG CTT CGA AAT GAC
L P S ¢ ¥ V W E G *
a__a__a_ "BLASTICIDINA " a_ & a & >
850 860 870 850 890 900
AGC GAC GCC CAA CCT GCC ATC ACG AGA TTT CGA TIC CAC CGC CGC CTT CTA TGA
910 920 830 940 950 98¢
GEG CTT CGG BAT CGT TTT CCG GGA CGC CGG CTG GAT GAT CCT CCA GCG CGG GGA
970 980 890 1000 1010 1020
GCT GGA GTT CTT CGC CCA CCC CAA CTT GTT TAT TGC AGC TTA TAR TGG TTA Caa
1030 1040 1050 1060 1670 1080
CAA TAG CAT CAC ARA TTT CAC AAA TAA AGC ATT TTIT TTC ACT GCA TIC TAG TTG

Pacl € CASETE DE EXPRESION DE ANTICUERPO D1.3

BAT TAA CRA TIC

Bstzl71

poliA terminal recombinacion 6443 loxP

TR
A

TGGCCCGECECATG ATAACTTCGTATAATGTATGCTATACGAAGTTATG TATAC

ATGCT

EGFP_right_TALEN
CGAGGAGCIGTTICA  CITCIG CT

6510
GGCGCECCC GAGCAAGGE CCICT

CCICCCALCIG

>TTIAN
£559 inicio de T2a/brazo de homologl’a GFP £559%-7332)

6560 £570 6580 6590 4600
GA TCT GGC AGC GGA GAG GGC AGA GGA AGT CIT CTA ACA TGC GGT GAC
CCC GGA CCG TGA GTG AGC ARG GGA CAA GAA CIC TTC ACC GGG
GAG CIG GAC GGC GAC GIG ARL GGC CAC AAG TTC AGC GIG TCC
GCC ACC TAC GGC AAG CTG ACC CIG RAG TIC ATC IGC ACC ACC
TGG CCC ACC CTIC GTG ACC ACC CTG ACC TAC GGC GIG CAG TGC TIC AGC
CAC ATG AAG CAG CAC GAC TIC TIC AAG TCC GCC ATG CCC GABR GGC TAC

CC AIC TTC TTC AAG GAT GAC GGC AAC TAC RAG ACC CGC GCC GAG GTG
GAC ACC CTG GIG AAC CGC ATC GAG CTG AAG GGC ATC GAC TTC AAG GAG
CIG GGG CAC AAG CTG GAG TAC AAC TAC AAC AGC CAC AAC GTC TAT ATC
CAG AAG AAC GGC ATC AAG GTG AAC TTC AAG ATC CGC CAC AAC ATC GAG
CAG CTC GCC GAC CAC TAC CAG CAG AAC ACC CCC ATC GGC GAC GGC CCC
GAC AAC CAC TAC CTG AGC ACC CAG TCC GCC CIG AGC AAA GAC CCC AAC
CAC ATG GIC CTG CTG GAG TTIC GIG ACC GCC G CT CAC GGC

wiul BstZl7l

GACGCGT GTATAC

6550
CTA GAG A
GAG AAT

oTe GIC
Cib

Ol
GGC

GTG
GAG
C BAG

GIG
GGC
GG

GAT
GIG CCC
CCC GAC
GAG CGC
GAG 6GC
BAC ATC
GAC 2AG
6C GI6
CT6 CeC c16
GC GAT
7330
GAG CCT

CC GGG

c

Fig. 15 (continuacion)
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Neol 1€ 20 30 4C 50 6!

CC ATG GGC TAT CCT TAC GAT GIC CCT GAT TAC GCC RAC AGT CCT GGT ATC CCT GGT AT

M G Y P Y D V P D Y A N 8§ P G I P G H
bbb M"ATA" b b b >

10 20 %0 100 110 1290

GGT CCT AAA AAG RAG CGR RBAA GTG GGT AGA CTG GAA CCC GGC ATG AAG RAC AIT AAG RAA

G ? K X XK R X vV 6 R L E P G N XK N I Kk B

VG e

oo "MIS"_ ¢ c_c > d__d "I-SCEI"_4_d_ >

130 140 150 160 170 180

BT CBG TG ATS BAC CTG GSA CCT BAT 1CC AAG CTG CT6 A3 GG TAC BAG TCT CAG CTG
XN g VvV M % L ? ¥ § X L L X E Y K § 0 >
_d d d_d_d md__,d__,mscm“ _ 4 d 4 a d . d d_d >
190 200 214 220 230 240

ATC GAA CTG AAC ATT GAG CAG TTT GAR GCA GGG ATC GGT CTG AIT CIG GGG GAC GCC TAC
I 8 L ¥ I 2 ¢ f 8§ A G I G L I & & D 2 ¥

d. ¢ 48 d..d 4 d d "I-SCEV"__d d d d d d..d d >
250 260 270 280 280 300
ATC CGG AGC AGG GAT GAG GGC RAG ACT TAT TGC ATG CAG TTC GAR TGG AAG AAT AAG GCC
] * § R D E G X T ¥ C M g F E W X ¥ X A&
4 _d d & d_d d d "I-8CEl"__d d d d d d d d >
310 320 330 340 350 360

TAC ATG GAC CAC GIG TGI CTG CTG TAT GAT CAG TGG GTIC CTG TCT CCC CCT CAC AAG ARA
¥ M b ¥ V ¢ L L Y 3 ¢ ®w ¥V L 5 P P E K K

3 80 390 400 415 420

GRG AGA GTG BAC CAT CTG GGC RAT CTG GTC ATT ACT TGG GGA GCA CAG ACC TTC AAG CRT
B i G ¥ &L 'v' I 7w 6 & ¢ T F X B
_d 4 & d. 4 d d d "I-8CEI"__d d d d d d d d >
430 440 453 480 470 489

CC TTT AAC RAA CTG GCT AAC CTG TIC ATC GT6 AAC AAC AAG AAA ACC ATC CCT RAC
g A F ¥ K L & N L F I VvV B N K XK T I P ¥
4 d d d . d d d d "I-3cE1"__d d d d . d _d d d >
490 500 519 20 530 340

AAT CTG GIC M AAC TAC CTG ACR CCR ATG AGT CIG GCC TAT TGG TTC ATG GAC GAT GGC
v N Y L T P M 8 L B Y W F M D D &
mdmdmd 6 d_d d d "r-scel" __d d d d d d d d >

330 560 1 3

GAC TAC AAC ARG AAC AGC ACA AAC AAR AGC ATC GIG CTG AAT ACC CaG TCC
G XK W D Y ¥ ¥ ¥ & T ¥ K 35 I v L ¥ T Qg %
4. d_d d d & d d "I-SCEL" d_d d d d d d d >

610 20 630 540 539 660
T GAG GRA GTG GAG TAT CTG GTC RAG GGC CTG CGG RAC AAR TTC CAG CTG RAC
E E vV E Y L ¥V K 6 L R N XK F 0 L ¥

[}
e
@
(2]

S
e
s

570 680 891 700 70 720
1GC TAC GTG AAG ATC AAC RAG AAC AAG CCA ATC ATC TAC RIC GAT TCT ATG AGT TAC CIG
¢ Yy v ¥ I ¥ K ¥ kP I I ¥ I D § M 5§ Y

730 740 750 760 770 780
ATC TTT TAT BAC CTG ATT AAG CCR TAC CTG ATC CCC CAG ATG ATG TAT ARA CTG CCC AAT
I F Y ¥ L I X P2 ¥ L I P ¢ M M Y X L P B
_d d 4 d d d d d "-seE"_d_d_d d d 4 d d >
790 800 fbal
ACA ATC AGC TCC GAG ACT TIC CTG AAG GICTAGR
T 1 5 § 8 T F L K V

d_d 4 "-SCE1"__d 4 d >

Fig. 16
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Figura 17
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Fig. 18

(continuacion

159



sefial de TRF (FU)

ES 2712632713

Recubrimiento de placas
[ ]B-gal
35000 -~ BSA
30000
25000+
20000
15000
10000
5000
0 | [ |
Puro 110
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<=== scFv (~780 pb)

Producto de ADN d (Fig. 21) -

2,7kb

Producto de ADN d (Flg 21)

1,4 kb

Fig. 22
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FGFR1-Dy633

FGFR1-Dy633
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a b
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Fig. 23
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Sefial de TRF (FU)

W Resultado 1 nM
7.Resultado 10 nM

= Resultado de
fagos R1

Numero de clones

Fig. 24

165




ES 2712632713

gz ‘b4

< O¥Nd V VIONILSISTHy,
<7 ¥ a4 I 4 ¥ 2 4 I W
010 092 919 90¥ 120 SY¥Y O¥I 9¥9 J0¥ 9IY D99 9¥D ¥OJ DID JIL OID 11D LD ¥9IL JIL DIV 091 ¥

098 0¢8 | 078 €8 w 0z8 |
703deooe 2011dg TTSN

LSAVYY 0yoalap m_mo_oEos ap ozeiq L SAVY OpJalnbz ejbojowoy ap ozelq

x_N % % 0 x_m "
| T ] (<o [l W
14s 2192800 B8 |BI8q Ax 5 AWO Jojowold  [BI8Z ¢(00 mgamm Omza_m) V1 43d Jojowoid oind e eoug)sisey IS8y
mocf gy %% 15930Y  [ION |

1aUN LISN

166



ES 2712632713

gctagcaagcaggaagtgactcagatcccagecgetetgagegtgectgagggagaaaac
Nhel K Q EV T QI PAALSVPETGTEN
ctggtcctgaattgeagtttcaccgactcagecatctataacctgcagtggtttegecag
L v.NCSPFTDSAIVYNILOQWTFRZQQ
gatccaggcaagggactgacctecetgcetgetgattcagageteccagagggaacagaca
b PGKGLTSLULILIOQSSQRET® QT
tctggcagactgaatgetagtetggacaaatetagtggacggtetacccetgtacategea
S GRLNAZAZSLDIKSSGRSTILYTIA
gccagecagectggagattecgcaacatatetgtgegecgtgegeceacttacaggegga
ASQPGDSATYLCAVRPILTGG
agctacatteccaccttegggegaggtacaagectgategtgcacccagacatecagaat
S YyI1rpepT T FGRGTU SULIVUHPDTIO QN
ccggageccgecgtataccagetgaaggaceccagaagecaggacageacectgtgectyg
PEPAVY QLI KZDPRSQDSTILCL
ttcaccgacticgacagecagatcaacgtgeccaagacaatggaaageggeacctteate
FTDFDSQIDNVPXTMETSGTTEI
accgacaagaccgtgctggacatgaaggectatggacagcaagagcaacggegecattgee
T D XKTVLDMEKAMTDSZ XS NGATIHR
tggtccaaccagaccagettcacatgecaggacatcttcaaagagacaaacgecacctac
WS NQTSFTCOQODITFERKETNA ATY
cecageagegacgtgecctgtgatgecaccetgaccgagaagtecttegagacagacatyg
pPSSDVPCDATTLTETZ KT ST E ETT DM
Aacctgaacttcecagaacctygteegeggecgeaggectgctggateccaagetgtygetac
Notl
NLNPFOQNTLSAARAZGLILDZPI KTLT CY
ctgctggacgggatectatteatctacggtgtgatectgactgecctgttectygcgagte
L L.D6ILPFIVYGVIZLTATLTFTLRY
aaattttcteggagtgecgacgctectgeataccageaggggcagaaccagetgtataac
K ¥ SRSADAPAY QQGQUNQQLYN
gagctgaatcetgggtcggagggaggaatatgacgtgctggataagagacgeggcagggat
ELNLGRREEYZDVZLDIEKT ERRG GTRTD
ctagaaatggggggcaagecccagegacygaaaaacceetcaggagggactgtataatgaa
PEMGGEKPQRRIEKDNPOCEG GTLTYNE
ctgcagaaggacaaaatggcecgaggcttactetgaaattgggatgaagggcegagaggaga
L g K DXKMAEAYSETIGMEKTGETRHR
cgcggcaaaggacacgatggectgtaccagggactgageactgctaccaaggacacatat
R GKGHDGLYQGL STATIE KT DTY
gatgctctgeatatgecaggeactgecccctagataataaggtace
D AL HMQATLTZPTPR - - BAcchbdl

Fig. 25
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ccatggccaacgetggagtgactcagacccctaagttecaggtectgaaaactgggeay
NeoM 2 N A GV T QTPIKXKUPFQVLEKT®GAQ
agtatgaccctgeagtgegeacaggacatgaatcacgagtacatgteatggtateggeag
S MTULQCAQDMUNIHEYMSWYRZQQ
gatccagggatgggtctgaggetgatecattacagegtgggegetggaactaccgaccag
pDPGMGLRLTIHBY SV GAGTTTDQ
ggcgaggtgcccaacgeatataatgtetcaagaageaccacagaagatteecactycga
GEVENGY NV SRSTTETDTFZPTLR
ctgctgagegecgetectagecagacateegtgtacttttgegecagetecaatgtegyg
LLSAERAPSQTSVYFCASSUNVG
aacaccggegagetottetttggggaaggticeegectgacagtyctegaggacctgaga
N TGELFPFGEGSERLTVULETSDTLE
Xhol
aacgtgaccecccccaaggtgtecctgttcgagectageaaggecgagategecaacaay
NV TPPXVSLFE®PSZEK® ZETIAZ ATUHNHEK
cagaaagecaccctegtgtgectggecagaggctictteceecgaccacgtggaactgtot
Q KATULVCLARGP?TFPIDHVETLS
tggtgggtcaacggcaaagaggtgcacageggegtytecacegateececaggectacaaa
WWVDNGEKEVHS GV STTDPOGC-AERYZK
gagagcaactacacctactgectgageageagactgcgggtgteegecaccttetggeac
ESNY SYCLSSRLRVY SATTEWH
aacccecggaaccacttcagatgecaggtgcagtttcacggectgagegaagaggacaag
NPRUNEFRCQVYQF HGLSETETDK
tggeeccgagggeagecctaageecgtgacecagaatatctetgecgaagectggggcaga
WP EGSPXPVTQUNTISAEZ RAZIWSE GHR
gcecgactgtggcattaccagegecagetaccageagggegtgetgtetgecaccatecty
A DCGITSASYOQOOQGVLSATTIZL
tacgaggtegegageggactgetggacccaaagetgtgetacctgetggatgggatecty
Y EVASGLLDPEKLCYULULDGTIIL
ttcatctacggtgtgattctgacagecctgttectgegagtecaagttcagecggagegce
F I YGVIULTALTFILRYEXKTFZSRSA
gacgcaccageataccageaggggcagaatcagetgtataacgagetgaatetgggtegy
D AP AY QQGQONQLYDNETZLNTILSGHR
agggagoaatacgacgtyctggataagagacgcygeagguateccgaaatyggyeggaaag
REEYDVILDI EKZRRGRTDTPEM GO GK
cctcagegacggaaaaacceacaggagygactytacaatgaactycagaaggacaaaaty
P  RRXKNPOQEGLYNETLTGQIZ KT DIEKHMN
gctgaggcatattctgaaatcggeatgaagggagagaggagacgcggcaaaggacacgat
A EAYSETIOGMEKGEGETRZRRGEKTG GH?D
gggctgtaccagggtetgagtacagecactaaggacacctatgatgeectgeatatycag
G L YQGL STATIKDTYDATLUEHMDZ® G
gctctgecacccagataataaaagcett
AL P P R - -Hndd

Fig. 25 (continuacion)
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e

qctagccagaaagaggtggaacagaacageggecctetgagegtgecagaaggcgetate
Nhel Q X EVEQUNS GPL SV ZPEGATI
gccagectgaactgcacctacagetttetgggeagecagagettettetggtacagacag
ASLNCTY SFLGSQSFTFWYRDQ
tacagcggcaagagecccgagetgatcatgtteacctacagagagggcgacaaagaggac
Yy § G6GKSPELTIMEFTZYZRETGTDZEKTESF?D
ggcagattcaccgeecagetgaacaaggecagecageacgtagtecctgetgatcagagac
G RFTAQTULUNI KASOQHVSLIL IR RTDID
agccagectagegacagegeecacctacetgtgegeegtgaatgatggeggcagactgace
S ¢gPSDSATYLCAVINDSGSGRTIELT
tttggegacggeaccacectgaccgtgaagectgacatecagaatecggageccgecgta
F 66D GTTULTVEK?PDTIOQDNZPET?PA AV
taccagctgaaggaccecagaagecaggacageacectgtgectgttecaccgacttegac
Y QLXKDPRSQDSTILC CLTFTTDTET?D
agccagatcaacgtgeccaagacaatggaaageggeacctteatcaccgacaagacegty
S QI NVPKTMETZSGTZP?ITTDI KTV
ctggacatgaaggctatggacagcaagagcaacggegecattgectggtecaaccagace
L D MEKAMDT SEKSNGATI- RAMWSNI QT
agcttcacatgecaggacatettcaaagagacaaacgecacctaccccagcagegacyty
S FTCQDITFZ XKETWNATYZ?PZSSTDV
ccetgtgatgecacectgaccgagaagtecttegagacagacatgaacctgaacttecag
PCDATILTEZ KT ST FPETTDMDNTILNDNTEQ
aacctgteegcggecge
N L S  Notl

f
Neol
ccatggccagecagaccatecatcagtggectgecaceetggtgcagectgtgggatet
MASQTIEGQW?P?PATLVQPVGS
cctetgagectggaatgeacegtggaaggcaccageaaccccaacctgtactggtacaga
PLSLECTVEG GTS SNPNTILYWYR
caggecgetggcagaggeccccagetgetgttttactggggeceetttggecagateage
QAAGRGPQLLFYWGPFGOQTIS
agcgaggtgccccagaacctgagegecagcagaccccaggaccggeagtttatectygage
S EVPQNILSASRPOCDRGOQQTFTITILS
agcaagaaqgctgctgctgagegacageggettetacctygtgegettggagegagacagge
S KKLLLSDSGFYLCAWSETSEG
ctgggcatgggcggatggcagtttggcgagggeagcagactgacagtgetegaq
LGMGGWOQPFGEGSI RILTUVTILE
Xhol

Fig. 25 (continuacion)
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g

5" C ACG CGG CAC GCG GGT GAR NNS NNS CCT WCN A
C ACG CGG CAC GCG GGT GAA NNS NNS CCT WGN A

¢ A V R P L X X 6 8T

I6
16
¥
M

----CDR3"- -

C GCC AGC TCC NNS STC GGG NNS ACC G
G CGG TCG AGG NNS SAG CCC NNS TGG C
A 8 8§ N VLG N T

RS
=g
=
S RERY]

N=ACGoT
S=C0G
W=AoT

Fig. 25 (continuacion)
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e f
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C
lider Neol Notl
ggcgccatggeccaggtegeggccgcaageggactgctyggacccaaagetgtgetacety
G A M A S GLLDPIEKTLTCYIL

ctggatgggatcectgtteatctacggtgtgattetgacageectaticctgcgagteaay
L be6eI L FIYGVILTATLTFTLTR RYVEK
ttcageeggagegecgacgeaccageataccageaggggcagaatcagetgtataacgag
F SRSADAPAY QQGQNOQLYNE
ctgaatctgggtceggagggaggaatacgacgtgetggataagagacgceggcagggateee
L NLGRREEYDUVILDIEKIZ RRGRTIDP
gaaatgggcggaaagcectcagcgacygaaaaacccacaggagggactgtacaatgaacty
EMGGIEKPOQRRIEIKNPOQEGILYNEL
cagaaggacaaaatggctgaggcatattctyaaatcggcatgaagggagagaggagacge
Q K DKMAEAYSETIOGMI KO GETRTR RIE
ggcaaaggacacgatgggctgtaccagggtctgagtacagecactaaggacacctatgat
G KGHDGLYQGILSTATI KT DTTYTD
Hind3
gcectgeatatgcaggetcetgecacecagataataagagett
AL HMQALUPZPIR - -

Fig. 27 (continuacion)
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Lider Necol Notl  I--- bisagra CD8/Transmembrana =
gccatggee caggtcgcggecdca acaacaaccccageecccagacctectaccect
A M A T T T P APRZPPTP

gcecctacaattgecagecagectetgagectgaggeccgaggettgtagaccagetget
APTIASQPLSILRPEACREPAHR-R
ggcggagecgtgcacaccagaggactggatttegectgegacatetacatetgggecect
G GAVHTRGLDFACDTIZYTIWA AP

&-—- bisagra C_D87Transmembrana -—-I1 4-1BB=
ctggccggeacatgtggegtgetgetgetgagectegtgateaceetgtactge aagegy
LA6TCGVLLLSLVITTZLYC KR
ggcagaaagaaactgctgtacatctttaagcagecctteatgeggeccgtgeagaccace
G RKEXKLLYIFKQPPFMRPVQTT

€-- 4-1BB--1I
caggaagaggacggctgctectgcagatteccegaggaagaagaaggye ggctgegagety
Q EEDGCSCRFPETETEZESG GCEL

I---CD3(
agagtgaagttcagcagatcegcegacgeccctgectacaageagggccagaaccagety
RVKPFSRSADAPA AZAYZ XK OQGIOQUNO QL
tacaacgagctgaacctgggcagacgggaagagtacgacgtyctggacaageggagagge
Y NELNLGRRETEYTDVILDZEKTZ ERTRSE

cgggacccagagatgggeggaaageccagaagaaagaacceccaggaaggectgtataac
R DPEMGGE KT PRI RIEKNPOQETGTLUYN

gaactacagaaagacaaaatggccgaggcctacagcgagatcggaatgaagggcgachg
EL QKD KMAEAYS SETIGMMEKTGE
agaagaggcaaggggcacgatggcctgtaccangcctgagcaccgccaccaagqacacc
RRGKGHDGLYQGL STATIZEKT DT
tatgacgcectgeacatgeaggecctgececctagataataaaagett
YDALUHMOQALUPPR - -Hind3

Fig. 27 (continuacion)
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e

Ncol
gecatggecgaagtgaaactgcaggagtetggacceggectggtggececateteagtet
AMAEVKLOQESG?PGLVAPS QS
ctgagegtgacctgtaccgtgtecggegtgteectgectgactatggegtgtectggate
LSvTCTVS GV SLPDYGVS WI
agacagcccecccagaaagggectggaatggetgggagtgatectggggeagegaaaccace
R QPPREKGLEWLGVIWGSETTI
tactacaacagegecctgaagteecggctgaccateatcaaggacaactcecaagagecag
Y Y NSALKSRLTTITIIEKTDNSTZ KTSDQ
gtgttcctgaagatgaacagectgcagaccgacgacaccgecatcetactactgegecaag
VFLKXKMN¥NSLQTDDTA ATIYZYCAHK
cactactactacggcggcagetacgetatggactactggggecagggeaccteggteace
HYYYGGSYAMDYWOGQGTS VI
gtctcgagtggtggaggeggtteaggcggaggtggctetggeggtyggegetagegacate
vVs§sSSGGEGEG6ESGE6G6G6SS 666G A S DI
cagatgacccagaccaccageagectgagegecagectgggcgatagagtgaccateage
o MTQTTSSLSASLGDRVTITIS
tgcagagecagecaggacatcageaagtacctgaactggtatcagcagaaaccegacqgqge
CRASQDTISIEKYLUNWYOQOQOKTPDG
accgtgaagctgctgatctaccacaccageagactgeacageggegtgeccageagattt
TV XLLIYHTSRLEHESGVESIU RTE
tccggctetggeageggcaccgactacagectgaccatetecaacctggaacaggaagat
S 6 S G6GS6T7TDYSULTTISNILETZGQESTD
atcgctacctacttetgteageaaggcaacaccctgecctacaccttcggeggagggace
I A2 TY'¥?P CQQGNTTLPYTTEFGG GG GTI
aagctggagatcaaacgtacegceggecaca
KL EI KRTAAA

Notl

Fig. 27 (continuacion)
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(continuacion)
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a

Ncol
gceatggetgetacaggegtgegggetgtgeccggeaatgagaacagectggaaategag
AMAATGVRAVPGNZENZSILETIHE
gaactggccagattegecgtggacgagcacaacaagaaagagaacgecctgetggaattce
E L ARFAVDEZ HNEKIE KENAZAZLTLTET
gtgcgggtegtgaaggccaaagageagtggagegaggecgacaacgactyggeacaccaty
VRVVEKAMAMAEKET QWS EADUNTDMWEHTHMUWU
tactacctgaccectggaagecaaggacggcggcaagaagaagetgtacgaggccaaagty
Yy vy . T7TLE& BAZ KZDGSGEKZ XI KILYZEA ATZ KTV
tgggtcaagctggacctggaaacctggcageacttcaacttcaaagagetecaggaatte
W Vv KL Db LETWOUHEFNTFI KETLZ QETF
aagccegtgggegacgetgeggecgeg
K PV GDARAAR

b Not1l

Neol
gccatggetygctacaggegtgegggetgtgeecggcaatgagaacagectggaaategay
A MAAT GV RAYVYPGNTENSTULETIE
gaactggccagattcgecgtggacgageacaacaagaaagagaacgeectgcetggaatte
EL ARFAVDEU HUYKIE KEUNATLTLTETF
gtgcgggtegtgaaggecaaagagecaggaacageccateggegageacceegtgaacgac
VRVYVEKAEKET GQEOQZPTIG GEUHZPVNTED
accatgtactacctgaccetggaagecaaggacggcgycaagaagaagetgtacgaggcee
T MY Y LTULER BAZXKXTDGSGI KZE XI XTI LY EARA
aaagtgtgggtcaageggtogetgeggttcaccgagatctacaacttcaaagagetecag
KV WV KRWULRFTETITZYNTFZ KETLDQ
gaattcaagcccgtgggegacgetgcggeegey
EF KPVGDAARZRZA

Notl

Fig. 29
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C
Adhiron_mutl

5" CAGGGTCAGGTAGTACATGGTSNNSNNSNN (SNN) ~CTGCTCTTTGGCCTTCACGAC

Adhiron_mut2
CTGGAGCTCTTTGAAGTTSNNSNNSNN (SNN)  CTTGACCCACACTTTGGC

GIC GIG AAG GCC ARA GAG CAG (NNS) NNS NNS NNS ACC ATG TAC TAC CIG
CAG CAC TTC CGG TTT CTC GIC {NNS), NNS NNS NNS TGG TAC ATG AIG GAC
v V K & K E 9 X X X X T M Y Y L

GCC AAA GTG TGG GIC AAG (NNS), NNS NNS NNS AAC TIC RAR GAG CIC CAG

CGG TTT CAC ACC CAG TTC (NNS) NN3 NNS NNS TTG ARG TTT CIC GAG GIC
A K VvV W V K X ¥ ¥ ¥ ¥ F K E L Q@

Fig. 29 (continuacion)
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d

Neol
gccatggecggtagtgtygecccaagatettgaaaaagtgecgecgtgacagegattagt
A MAGV CPEKIULEKEKET CRTRTDTSTDC

cccggcgectgeatetgecgeggeaatggetattgeggageggecgea
P GACICRGNGTYTCSGNtl

e

GGT CTG TGC VNS VNS VNS VNS VNS VNS VNS VNS VNS VNS TGC CGC CGT
CCA CAC ACG BNS BNS BNS BNS BNS BNS BNS BNS BNS BNS ACG GCUG GCA
G v ¢ X X X X X X X X X X ¢ R R

GAC AGC GAT TGT CCC GGC GCC TGC ATIC IGC CGC GGC RAT GGC TAT TGC GGA
CTG TCG CTA ACA GGG CCG CGG ACG TAG ACG GCG CCG TTA CCG ATA ACG CCT
p s p ¢ P 66 A C I C R G N G Y C G

Fig. 29

(continuacion)
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EceRl Nsil
[10 20 30 | 40 50 59
G GTA CCG AAT TCT AGG GAT AAC AGG GTA ATA TGC RIC TTC TGA CCT CIT CIC TIC CIC CC

7 80 90 100 110 120
CAG GGC ATG GCA AAA (CT CTG AGC CAG GAA GAA AGU ACA CTG ATT GAA AGR GCA ACC oCT
¥ & ¥ p L § ¢ E E S T L I E R B T &>
#BLASTICIDINA * >
EcoRl
g 20 30 49 50 &0
GGT ACC GAA TTC TIT TCT GIC ACC AAT CCT GGG GCC ACT AGG GAC ACT GTG GGG TGG AGG
ARVS_TALE_Right_binding AAVS_TALE_ Left_binding
Nsil
G 80 a0 108 11 120
AAA TGC ATC TTC TGA CCT CTT CIC TTC CIC CCA CAG GGC ATG GCA AAA CCT C7G AGC CAG

M A X P L § {>

____"BLASTICIDINA >

Fig. 30
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a Cebador J60>
GCGATCGCGCTGATTGGCTTCTTTTCCTCCCGCCGTGTGTGAAAACACAAATGGCGTGTTTT
GGTTGGCGTAAGGCGCCTGTCAGTTAACGGCAGCCGGAGTGCGCAGCCGCCGGCAGCLTCGL
TCTGCCCACTGGGTGGGGCGGGAGGTAGGTGGGGTGAGGCGAGCTGGACGTGCGGGCGCGGT
CGGCCTCTGGCGGGGCGGGEGAGGGGAGGGACGGTCAGCGAAAGTAGCTCGCGCGCGAGCEG
CCGCCCACCCTCCCCTTCCTCTIGGEGGAGTCCTTTTACCCECCGLCGGLCEGGCCTLGTCGT
CTGATTGGCTCTCGGGGCCCAGAARACTGGCCCTTGCCATTGGCTCGTGTTCGTGCAAGTTIG
AGTCCATCCGCCGGCCAGCGGGGGCGEGCGAGGAGGCGCTCCCAGGTTCLGGCCCTCLCCICG
GCCCCGCGCCGCAGAGTCTGGCCGCGCGCCCCTGCGCAACGTGGCAGEAAGCGCGCGLTGGG
GGCGGGGACGGGCAGTAGGGCTGAGCGGCTGCGGGGCGGGTGCAAGCACGTTTCCGACTTGA
GTTGCCTCAAGAGGGGCGTGCTGAGCCAGACCTCCATCGCGCACTCCCEGGGAGTGGAGGGAA
GGAGCGAGGGCTCAGTITGGGCTGTTTTGGAGGCAGGAAGCACTTGCTCTCCCAAAGTCGCTC
TGAGTTGTTATCAGTAAGGGAGCTGCAGTGGAGTAGGCGGGGAGAAGGCCGCACCCTTCICT
GGAGGGGGGAGGGGAGTGTTGCAATACCTTTCTGGGAGT TCTCTGCTGCCTICCTGGLTTCTG
AGGACCGCCCTGGGCCTGGGAGAATCCCTTCCCCCTCTTCCCTCGTGATICTGCAACTCCAGT
CTTTCTAGAATGCATTAAGGGATCTGTAGGGCGCAGTAGTCCAGGGTTTCCTTGATGATGIC
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ATACTTATCCTGTCCCTTTTTTTTCCACAGCTCGCGGTTGAGGACAAACTCTTCGCGGTCTT
TCCAGTGGGGATCGACGGTATCGTAGAGTCGAGGCCGCTCTAGGAATTCACGCCGCCACC
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GTATACGGGAATTGAACAGGTGTAAAATTGGAGGGACAAGACTTCCCACAGATTTTCGGTTT
TGTCGGGAAGTTTTTTAATAGGGGCAAATAAGGAAAATGGGAGGATAGGTAGTCATCTGGGEG
TTTTATGCAGCAAAACTACAGGTTATTATTGCTTGTGATCCGCCTCGGAGTATTTTCCATCG
AGGTAGATTAAAGACATGCTCACCCGAGTTTTATACTCTCCTGCTTGAGATCCTTACTACAG
TATGAAATTACAGTGTCGCGAGTTAGACTATGTAAGCAGAATTTTAATCATTTTTAAAGAGC
CCAGTACTTCATATCCATTTCTICCCGCTCCTTCTGCAGCCTTATCAAAAGGTATTTTAGAAC
ACTCATTTTAGCCCCATTTTICATTTATTATACTGGCTTATCCAACCCCTAGACAGAGCATTG
GCATTTTCCCTTITCCTGATCTTAGAAGTCTGATGACTCATGAAACCAGACAGATTAGTTACA
TACACCACAAATCGAGGCTGTAGCTGGGGCCCTCAACACTGCAGTTCTTTTATAACTCCTTAG
TACACTTTTTGTTGATCCTTTGCCTTGATCCTTAATTTTCAGTGTCTATCACCTCTCCCGTC
AGGTGGTGTTCCACATTTGGGCCTATTCTCAGTCCAGGGAGTTTTACAACAATAGATGTATT
GAGAATCCAACCTCCTGCAGG
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