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DESCRIPCIÓN

Bancos de polipéptidos sintéticos y métodos para generar variantes de polipéptidos diversificados de forma natural

Campo de la invención

La invención se refiere a la generación de bancos de secuencias de ADN que codifican polipéptidos homólogos y al 
uso de tales bancos. Esta invención en particular se refiere a la generación de colecciones de fragmentos del 5
anticuerpo sintético en se reemplazan una o varias regiones determinantes de complementariedad (CDR) por una 
colección de la CDR correspondiente capturada de una fuente natural. La invención además se refiere a la
generación de colecciones de fragmentos del anticuerpo que contienen CDR derivada de un animal inmunizado y su 
uso como una fuente mejor para derivar fragmentos del anticuerpo de alta afinidad. La invención además se refiere a 
la diversificación de una porción de un polipéptido mediante la inserción de una secuencia diversificada de origen 10
sintético o natural sin la necesidad de modificación de la original secuencia codificadora del polipéptido.

Antecedentes de la invención

Un anticuerpo se compone de cuatro polipéptidos: dos cadenas pesadas y dos cadenas livianas. La porción de 
unión al antígeno de un anticuerpo está formada por el dominio variable de la cadena liviana (VL) y el dominio 15
variable de cadena la pesada (VH). En una extremidad de estos dominios seis bucles forman el sitio de unión al 
antígeno y también se denominan como regiones determinantes de complementariedad (CDR). Tres CDRs se 
encuentran en el dominio VH (H1, H2 y H3) y las otras tres están en el dominio VL (L1, L2 y L3). Durante el 
desarrollo de células B una región única de la inmunoglobulina se forma por recombinación somática conocida como 
recombinación V (D).1. La región variable de la cadena pesada o liviana de la inmunoglobulina está codificada por 20
diferentes segmentos del gen. La cadena pesada está codificada por tres segmentos llamados segmentos variable 
(V), de diversidad (D) y unión (J), mientras que la variable de cadena liviana está formada por la recombinación de 
solo dos segmentos V y J. Un gran número de paratopes de anticuerpo se puede generar por la recombinación entre 
una de las múltiples copias de los segmentos V, D y J que están presentes en el genoma. El segmento V codifica la 
CDR1 y CDR2 mientras que la CDR3 es generada por los eventos de recombinación. Durante el curso de la 25
respuesta inmune se introduce diversidad adicional en el sitio de unión del antígeno por un proceso llamado 
hipermutación somática (SHM). Durante este proceso se introducen mutaciones puntuales en los genes variables de 
las cadenas pesada y liviana y en particular en las regiones que codifican las CDRs. Esta variabilidad adicional 
permite la selección y expansión de las células B que expresan variantes de anticuerpos con una mayor afinidad por 
su antígeno cognado.30

En los últimos años han surgido varias tecnologías de visualización que permiten analizar grandes colecciones de 
proteínas o péptidos. Estas incluyen despliegue en fagos, despliegue en bacterias, despliegue en levadura y 
despliegue en ribosomas (Smith GP. Science. 1985 Jun 14;228(4705):1315-7; Hanes J y Pliickthun A. Proc Natl 
Acad Sci U S A. 1997 May 13;94(10):4937-42; Daugherty PS et al., Protein Eng. 1998 Sep; 11(9):825-32.; Boder ET 
y Wittrup 1(13. Nat Biotechnol. 1997 Jun; 15(6):553-7). En particular, estos métodos se han aplicado ampliamente 35
para anticuerpos y fragmentos de los mismos. Se han descripto numerosos métodos para generar bancos de 
polipéptidos y seleccionar miembros con propiedades de unión deseadas.

Un primer enfoque es capturar por amplificación génica los genes de inmunoglobulina reordenados a partir de 
repertorios naturales, usando tejidos o células de seres humanos u otros mamíferos como fuente de diversidad 
genética. Estas colecciones de cadenas liviana y pesadas (VH y VL) reordenadas se combinan para generar bancos40
de pares de unión que se pueden desplegar en el bacteriófago o en otros paquetes de despliegue, tales como 
células de bacterias, levaduras o mamífero. En este caso se captura una gran fracción del repertorio de 
inmunoglobulina que se encuentra en el donante. Por lo tanto todas las estructuras codificadas por los genes de la 
línea germinal donante se pueden encontrar en tales repertorios, así como la diversidad generada por la
recombinación de V(D)J y por hipermutación somática (Marks JD et al, J Mol Biol 05 de diciembre 1991;. 222 (3): 45
581-97; McCaffety patente de US Nº 5.969.108).

Una limitación de los repertorios naturales es que los anticuerpos naturales se pueden basar en estructuras con baja 
estabilidad intrínseca que limitan sus niveles de expresión, vida media y su utilidad como reactivos o moléculas 
terapéuticas. Con el fin de superar estas limitaciones han sido desarrollados numerosos métodos para generar 
bancos de anticuerpos sintéticos. En estos enfoques, se seleccionan un número único o limitado de estructuras de 50
anticuerpo seleccionadas codificadas por sus correspondientes genes de la línea germinal. La selección de estas 
estructuras se basa comúnmente en su estabilidad bioquímica y/o su frecuencia de expresión en repertorios de 
anticuerpos naturales. Con el fin de generar una colección de proteínas de unión, luego se introduce diversidad 
sintética en todos o un subconjunto de CDRs. Típicamente, la totalidad o parte de la CDR se diversifica usando 
diferentes estrategias. En algunos casos la diversidad se introdujo en posiciones seleccionadas dentro de las CDR 55
(Knappik A et a1, J Mol Biol 11 de febrero 2000; 296(1):57-86). Los residuos selectivos pueden ser los que están
frecuentemente involucrados en el contacto con el antígeno, los que presentan máxima diversidad en los repertorios 
de anticuerpos naturales o incluso los residuos que dirigidos preferentemente por la maquinaria celular implicada en 
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la generación de hipermutaciones somáticas durante el proceso de maduración de afinidad natural (Balint RF, 
Larrick JW. Gene. 1993 Dec 27;137(1):109-18.).

Varios métodos se han usado para diversificar las CDR de los anticuerpos. La PCR por superposición que usa 
oligonucleótidos degenerados se ha utilizado ampliamente para ensamblar los elementos de la estructura y las CDR 
para reconstituir los genes de anticuerpos. En otro enfoque, se han manipulado genéticamente sitios de enzimas de 5
restricción únicos en las regiones de marco en el límite de cada CDR para permitir la introducción de CDRs 
diversificadas por clonación mediada por la enzima de restricción. En cualquier caso, como todos los miembros de la 
biblioteca se basan en estructuras con características seleccionadas y preferidas, se prevé que los anticuerpos 
derivados de estos repertorios sean más estables y proporcionen una mejor fuente de reactivos útiles. (Knappik, US 
6.696.248; Sidhu SS, et al, Methods Enzymol 2000; 328:333-63; Lee CV et al, J Mol Biol 2004 23 de julio; 340 (5): 10
1073-1093).

Sin embargo, una limitación importante de estos bancos sintéticos es que una proporción significativa de los 
miembros de la biblioteca no se expresa porque las secuencias diversificadas en forma aleatoria no permiten la 
expresión y/o plegamiento de adecuados de la proteína. Este problema es particularmente significativo para la CDR3 
de la cadena pesada. En efecto, esta CDR a menudo contribuye la mayor parte de la energía de unión al antígeno y 15
es altamente diversa en longitud y secuencia. Si bien las otras CDR (H1, H2, Ll, L2 y L3) solo pueden adoptar un 
número limitado de conformaciones tridimensionales, conocidas como pliegues canónicos, el número de 
conformaciones que pueden ser adoptadas por la cadena pesada CDR3 aún es demasiado amplio para ser predicho 
(Al-Lazikani B et al., J Mol Biol. 1997 Nov 7; 273(4):927-48). Además, el uso de oligonucleótidos degenerados largos
utilizado para cubrir CDR H3 largos a menudo introduce supresiones de pares de bases individuales. Estos factores 20
reducen significativamente el tamaño funcional de los repertorios sintéticos.

Los repertorios naturales y sintéticos tienen ventajas y limitaciones. Por un lado, las estrategias que dependen de la 
captura de genes variables del anticuerpo reordenado naturalmente, no son óptimas, ya que incluyen estructuras 
potencialmente menos favorables dentro de la biblioteca. Un aspecto positivo es que estos genes variables 
reordenados incluyen CDRs que son compatibles con el plegado de dominio apropiado, ya que se han expresado en 25
el contexto de un anticuerpo natural. Por otro lado, las estrategias basadas en la selección de estructuras y la 
inserción de diversidad sintética se benefician de la mejor estabilidad de las estructuras, pero están limitadas por el 
gran número de secuencias de CDR que no son compatibles con el plegado y/o expresión y pueden desestabilizar el 
dominio global (Figura lA). Por tanto, existe una necesidad de nuevos enfoques que puedan combinar los beneficios 
de la utilización de estructuras seleccionadas con características deseables y combinarlos con CDR correctamente 30
plegadas por ejemplo derivados de repertorios naturales.

Todos los enfoques descritos para generar bancos de anticuerpos, ya sea mediante la captura de secuencias de 
anticuerpos reordenadas de forma natural o mediante la generación de la diversidad por medios sintéticos están 
limitados por la aparición de mutaciones de desplazamiento de estructura que llevan a secuencias de anticuerpos no 
funcionales. Estas mutaciones pueden aparecer en múltiples etapas de la manipulación molecular del ADN que 35
codifica los anticuerpos, tales como amplificación por PCR y ensamblaje del fragmento de ADN, así como la 
clonación molecular. La frecuencia de los miembros no funcionales en los bancos de anticuerpos típicamente varía 
de 15% a 45% de acuerdo con las estrategias empleadas para capturar o generar la diversidad de anticuerpos 
(Persson MA et al., Proc Nati Acad Sci U S A. 1991 Mar 15;88(6):2432-6; Schoonbroodt S, et al., Nucleic Acids Res. 
2005 May 19;33(9):e81; Soderling E et al., Nat Biotechnol. 2000 Aug; 18(8):852-6 ; Rothe et al., J Mol Biol. 2008 Feb 40
29;376(4):1182-200). La frecuencia de secuencias que codifican anticuerpos no funcionales tiene un impacto 
importante en el proceso de identificación de anticuerpos. En primer lugar, se reduce el tamaño funcional de la 
biblioteca y, debido a que los clones no funcionales a menudo tienen una ventaja de crecimiento durante la 
propagación de los bancos, se expanden más rápido y puede comprometer el proceso de identificación de 
candidatos de anticuerpos (De Bruin R et al., Nat Biotechnol 17 de abril 1999: 397-399). Estas cuestiones se 45
reconocen como serias limitaciones para aprovechar r plenamente el potencial de las bancos de anticuerpos. La 
generación de bancos altamente funcionales sigue siendo un desafío en el campo y ha llevado a muchos esfuerzos 
mejorar el proceso. Por ejemplo, múltiples estrategias de diversificación destinadas a imitar el uso de los 
aminoácidos encontrados en las secuencias de CDR naturales se han utilizado con el fin de probar más eficazmente 
la enorme diversidad de combinaciones de secuencia posibles codificadas por las CDRs sintéticas (de Kruif J et al., 50
J Mol Biol. 1995 Apr 21; 248(l):97-105; Sidhu SS et al., J Mol Biol. 2004 Apr 23; 338(2):299-310). Otro enfoque es 
para limpiar la biblioteca inicial con el fin de eliminar clones no funcionales a expensas de la pérdida de potencial de 
diversidad. Esto se ha aplicado a la preselección de repertorios sintéticos mediante la unión de la biblioteca de 
anticuerpos a un ligando genérico. Esta etapa permitió el enriquecimiento de miembros de la biblioteca que son 
capaces de expresar y plegar correctamente y se puede usar para recrear una biblioteca más funcional (Winter y 55
Tomlinson, US 6.696.245 B2). Independientemente de que el enfoque de la calidad de cualquier biblioteca es 
dependiente de la eficiencia de los métodos de biología molecular aplicados para generar la biblioteca y 
generalmente producir 15% a 45% miembros no funcionales de la biblioteca. Existe por tanto una necesidad de 
enfoques novedosos y altamente eficientes que minimicen la frecuencia en genes no funcionales debido a los 
desplazamientos de la estructura introducidos durante las etapas de clonación molecular y que maximicen la 60
funcionalidad de las bancos mediante la captura de las regiones CDR que tienen una alta propensión de plegarse
correctamente en estructuras de anticuerpos con propiedades deseables. Además, existe una necesidad de 
enfoques que permitan la captura de las secuencias de CDR de un repertorio inmune de los animales en un contexto 
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terapéuticamente útil tales como las estructura de anticuerpos humanos con el fin de mejorar el proceso de 
generación de anticuerpos de alta afinidad.

Síntesis de la invención

La presente invención se refiere a métodos de generación de bancos de secuencias de ácido nucleico que combinan 
los beneficios de la selección de estructuras estables y la inserción de las regiones determinantes de la 5
complementariedad codificadas de forma natural (CDRs) o secuencias de aminoácidos que pueden cumplir el papel 
de una CDR que se han seleccionado en un contexto natural de un polipéptido funcional tal como un anticuerpo. El 
método permite la recuperación de CDRs largas o secuencias de aminoácidos que pueden cumplir el papel de una
CDR que son muy difíciles de codificar utilizando enfoques sintéticos. Esta invención, mediante la combinación de 
estructuras estables y CDRs correctamente plegadas o secuencias de aminoácidos que pueden cumplir el papel de 10
un CDR, maximiza la proporción de anticuerpos funcionales en la biblioteca y por lo tanto el rendimiento del proceso 
de selección y la calidad de los clones seleccionados. La invención se refiere a un método para capturar CDRs 
expresadas naturalmente de diferentes especies ea insertarlas en una estructura de anticuerpo humano. Esto 
permite el uso de repertorios CDR H3 que difieren significativamente en longitud y composición cuando se compara 
con el repertorio humano. Por lo tanto, la invención proporciona un método de acuerdo con la reivindicación 1. La 15
invención permite la generación de fragmentos de anticuerpos humanos que ofrecen repertorios estructurales 
derivados de otras especies y por lo tanto la capacidad para muestrear diferentes espacios estructurales. Los 
presentes métodos también se utilizan para introducir CDRs o secuencias de aminoácidos sintéticas que pueden 
cumplir el papel de una CDR con una mayor frecuencia de éxito que los métodos alternativos al introducir menos 
errores que causan cambios de estructura en la secuencia codificadora. Las bancos generadas utilizando el método 20
de la invención contienen una alta frecuencia de variantes funcionales. Las bancos de variantes se generan de 
acuerdo con este método utilizado para la selección y análisis con cualquier tecnología de despliegue, selección y 
análisis descripta.

El análisis de los repertorios inmunes de diferentes especies o, dentro de una especie, en diferentes etapas de 
desarrollo ha revelado algunas diferencias notables en las características de composición y longitud de CDR H3. Por 25
ejemplo, la longitud media de CDRH3 en los seres humanos es más largo en adultos cuando se compara con la vida 
fetal o a los recién nacidos (Schroeder Jr, HW et al, 2001 Blood 98;2745-2751). Curiosamente a pesar de las 
grandes similitudes entre los genes de la línea germinal de anticuerpos humanos y de primates, la evolución de la 
CDRH-3 de longitud durante el desarrollo es diferente (Link JM et al., Molecular Immunol. 2005 42; 943-955). La 
comparación de las secuencias de CDR H3 se encuentran en ratones y seres humanos muestra claramente que la 30
longitud media es significativamente más corta en ratones (Rock EP et al, J Exp Med 1994 179; 323-328). Durante el 
desarrollo temprano de células B en la médula ósea, la longitud media de la CDR H3 aumenta en los ratones 
mientras que tiende a disminuir en los seres humanos y, además, la composición de aminoácidos de los repertorios 
de CDRH3 murino y humano es diferente (Zemlin M et al., 2003 J Mol Biol 334; 733-749;. Ivanov I et al, 2005 J 
Immunol 174; 7.773-7.780). Estos ejemplos indican que las diferentes especies expresan diferentes rangos de 35
repertorios CDR H3 a pesar del hecho de estar expuestos globalmente a clases similares de antígenos y la 
importancia biológica de estas observaciones aún debe ser estudiada. Se ha demostrado que la forma del sitio de 
combinación de los anticuerpos dirigidos contra antígenos pequeños tales como haptenos o péptidos diferentes de 
los dirigidos contra proteínas grandes y la formad del sitio de combinación está dictada por la longitud y composición 
de las CDRs (Collis A et al., J Mol Biol 2003 325; 337-354). De estos hallazgos se puede prever que el repertorio 40
CDR H3 expresado por diferentes especies tiene diferentes propensiones a reaccionar de manera eficiente contra 
diferentes clases de blanco.

El método proporcionado en la presente está diseñado para aprovechar los diversos repertorios expresados por 
diferentes especies para la generación de anticuerpos terapéuticos. Estos repertorios que exploran diferentes 
espacios tridimensionales pueden permitir la generación de anticuerpos contra una variedad más amplia de clases 45
de y epítopos del blanco. Los métodos para generar bancos de animales sin exposición previa o inmunizados están 
bien descriptos y estos métodos permiten la captura de los repertorios correspondientes y la generación de 
anticuerpos. Sin embargo, los anticuerpos derivados de estos bancos no son de origen humano y por tanto no son 
muy adecuados para la terapia humana sin realizar trabajo de manipulación genética adicional tal como la 
humanización. En consecuencia, existe una necesidad de nuevos métodos para aprovechar la diversidad expresada50
en el repertorio de diferentes especies y aprovechar esta diversidad en el contexto terapéuticamente útil de un 
anticuerpo humano.

El método proporcionado en la presente aborda varias de las limitaciones descritas anteriormente y son una mejora 
respecto de la técnica actual. En primer lugar, los métodos proporcionados en la presente combinan los beneficios 
de la selección de una estructura estable y la inserción de las CDRs codificadas naturalmente que han sido 55
seleccionadas en un contexto natural de un anticuerpo funcional. En segundo lugar, los métodos permiten una 
inserción altamente eficiente de secuencias CDR sintéticas o naturales en una estructura de anticuerpo que se 
minimiza significativamente el número de cambios de estructura en la biblioteca y por lo tanto mejora su calidad. 
Finalmente, la invención permite una nueva forma de utilizar la diversidad estructural del anticuerpo natural mediante 
la captura de repertorios de CDR H3 expresados de forma natural de diferentes especies e inserción de estos en los 60
estructuras de anticuerpos humanos. Por tanto, es posible aprovechar estos repertorios estructuralmente diversos de 
una manera productiva para la generación de anticuerpos para la terapia humana.
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Los métodos proporcionados en la presente generan los anticuerpos que contienen una estructura estable y CDR 
plegadas correctamente o secuencias de aminoácidos que pueden cumplir el papel de una CDR. Los métodos 
capturan la diversidad natural de las secuencias en las estructuras estables.

En los métodos proporcionados en la presente, las secuencias de línea germinal para las regiones estructurales 1, 2 
y 3 (FR1, FR2 y FR3) se seleccionan del organismo deseado, por ejemplo, del genoma humano (ver por ejemplo, 5
Figuras 2 y 6). Los dominios variables del anticuerpo seleccionado se modifican mediante la introducción de una 
secuencia de relleno que servirán como un sitio de integración para las secuencias diversificadas. Se introduce 
diversidad en la secuencia fuera de la región codificadora de la inmunoglobulina mediante la introducción de los
sitios de reconocimiento de la enzima de restricción, a saber sitios de restricción Tipo IIs, en la región determinante 
de complementariedad 3 de la cadena pesada variable (CDR H3), o la región determinante de complementariedad 3 10
de la cadena liviana variable (CDR L3). Si bien el método de la invención genera diversidad en la región CDHR3 (en 
la región de la cadena pesada variable y/o región de la cadena liviana variable), también se describe que se puede 
obtener diversidad en cualquier ubicación deseada, tal como, pero sin limitación, la región CDR1 (en la región de la 
cadena pesada variable y/o región de la cadena liviana variable) o la región CDR2 (en la región de la cadena pesada 
variable y/o región de la cadena liviana variable). Las secuencias de ADN diversificadas se generan con secuencias 15
flanqueantes que incluyen los sitios de restricción Tipo IIs. En los métodos proporcionados en la presente, los 
extremos cohesivos generados por las enzimas de restricción son compatibles y se mantiene la estructura de 
lectura, de este modo permite ligar los fragmentos de ADN diversificados en una estructura aceptora.

Los métodos proporcionados en la presente también son útiles para generar secuencias de aminoácidos que tienen 
regiones diversificadas codificadas en las mismas. Por ejemplo, en los métodos proporcionados en la presente, las 20
secuencias para las porciones no diversificadas del aminoácido codificado se seleccionan del organismo deseado, 
por ejemplo, de la secuencia humana. Una porción de la secuencia de aminoácidos modificada por la introducción 
de una secuencia de relleno que servirá como un sitio de integración para las secuencias diversificadas. Se 
introduce la diversidad en la secuencia en las ubicaciones deseadas mediante la introducción de los sitios de 
restricción Tipo IIs en una ubicación deseada dentro de la secuencia de aminoácidos codificada. Las secuencias de 25
ADN diversificadas se generan con las secuencias flanqueantes que incluyen los sitios de reconocimiento Tipo IIs. 
En los métodos proporcionados en la presente, los extremos cohesivos generados por las enzimas de restricción
son compatibles y se mantiene el marco de lectura, de este modo permite ligar los fragmentos de ADN diversificados 
en una estructura aceptora.

En los métodos proporcionados en la presente, una "estructura aceptora" se genera usando un "fragmento de 30
relleno" de ADN que contiene y con preferencia limitada por dos sitios de enzimas de restricción Tipo IIs. (Ver por 
ejemplo, Figura 6). Con preferencia, estos dos sitios de enzimas de restricción Tipo IIs digieren las secuencias en el 
límite del sitio en que se desea diversidad, tal como la región CDR H3 o la región CDRL3. Como se usa en la 
presente, el término "estructura aceptora" se refiere a una secuencia de ácidos nucleicos que incluye las secuencias 
de ácidos nucleicos que codifican las regiones FR1, FR2, FR3 y FR4, las secuencias de ácidos nucleicos que 35
codifican dos CDRs o secuencias de aminoácidos que pueden cumplir el papel de estas CDRs, y un "fragmento de 
relleno" que sirve como el sitio de integración para la secuencia de ácidos nucleicos diversificada. De acuerdo con la 
presente invención, donde se desea la diversidad en la región CDR3 (en la región de la cadena pesada variable y/o
la región de la cadena liviana variable), la estructura aceptora incluye las secuencias de ácidos nucleicos que 
codifican las regiones FR1, FR2, FR3 y FR4, las secuencias de ácidos nucleicos que codifican las regiones de CDR1 40
y CDR2, y un "fragmento de relleno" que sirve como el sitio de integración para la secuencia de ácidos nucleicos 
diversificada.

Las expresiones "fragmento de relleno", "fragmento de ADN de relleno" y "secuencia de relleno" o cualquiera de sus 
variaciones gramaticales se usan de modo indistinto en la presente para referirse a una secuencia de ácidos 
nucleicos que incluye al menos dos sitios de reconocimiento Tipo IIs y una secuencia diversificada. La estructura 45
aceptora puede ser una estructura aceptora de la cadena pesada variable (VH) o una estructura aceptora de la 
cadena liviana variable (VL). El uso de las estructuras aceptoras y los fragmentos de relleno contenidas en las 
mismas permite la integración de una secuencia de CDR (natural o sintética) o una secuencia de aminoácidos que 
puede cumplir el papel de la CDR en la estructura aceptora sin nucleótidos estructurales donantes o residuos 
contenidos en los mismos o necesarios para la integración. Por ejemplo, el uso de las estructuras aceptoras y los 50
fragmentos de relleno contenido allí contenidos permiten la integración de una secuencia de CDR (natural o
sintética) seleccionada de la CDR H3 y CDR L3 o una secuencia de aminoácidos que puede cumplir el papel de una
CDR seleccionada de CDR H3 y CDR L3 en la estructura aceptora sin nucleótidos estructurales donantes o residuos 
contenidos en los mismos o integración. En consecuencia, después de la integración, el fragmento de relleno se 
elimina por completo y la región codificadora de la proteína aceptora y los fragmentos de las proteínas insertadas (es 55
decir, las CDRs) están intactos.

Los métodos proporcionados en la presente usan cebadores que se diseñan para contener sitios de escisión para 
las enzimas de restricción Tipo IIs en el límite del sitio en el cual se desea diversidad, por ejemplo, la región CDR H3
o la región CDR L3. Los clones de CDR naturales aleatorias (ver por ejemplo, Figura 10) o secuencias de CDR 
sintéticas (ver por ejemplo, Ejemplo 6) o secuencias de aminoácidos que pueden cumplir el papel de la CDR se 60
capturan en las estructuras aceptoras, como se usa en la presente. De acuerdo con la invención, cuando se desea 
diversidad en la región CDR3 (en la región de la cadena pesada variable y/o la región de la cadena liviana variable), 
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clones de CDR3 naturales aleatorias (ver por ejemplo, Figura 10) o secuencias de CDR3 sintéticas (ver por ejemplo, 
Ejemplo 6) o secuencias de aminoácidos que pueden cumplir el papel de a CDR3 se capturan en la estructura 
aceptora usada en la presente. A modo de ejemplo, se diseñaron cebadores de oligonucleótidos específicos para las
regiones flanqueantes de las secuencias de ADN que codifican la CDR H3 de las inmunoglobulinas específicas para 
la FR3 y FR4 de la región variable. También se pueden diseñar cebadores de oligonucleótidos específicos para las5
regiones flanqueantes de las secuencias de ADN que codifican otras regiones, tales como, por ejemplo, la CDR L3.
Estos oligonucleótidos contienen en su extremo 5' y un sitio para una enzima de restricción Tipo IIs mientras que su
porción 3' coincide con la secuencia de ADN específica.

En algunas formas de realización, el cebador es un ácido nucleico seleccionado del grupo que consiste en las SEQ 
ID NOs: 120-254.10

Los métodos proporcionados en la presente usan enzimas de restricción Tipo IIs, tal como, por ejemplo, FokI, para 
insertar las secuencias de CDR sintéticas, tales como, por ejemplo, secuencias de CDR H3 o CDR L3 naturales en 
las estructuras aceptoras descriptas en la presente. Los métodos proporcionados en la presente usan enzimas de 
restricción Tipo IIs, tal como, por ejemplo, FokI, para insertar secuencias de CDR sintéticas, tal como, por ejemplo, 
secuencias de CDR H3 o CDR L3 sintéticas en las estructuras aceptoras descriptas en la presente. Los métodos 15
proporcionados en la presente usan enzimas de restricción Tipo IIs, tales como, por ejemplo, FokI, para insertar
secuencias de aminoácidos que pueden cumplir el papel de una región de CDR deseada, tal como, por ejemplo, una
secuencia de aminoácidos que puede cumplir el papel de región de CDR H3 o CDR L3 natural o sintética en las
estructuras aceptoras descriptas en la presente. Las enzimas de restricción Tipo IIs son enzimas que escinden fuera 
de su secuencia de reconocimiento en una parte. Estas enzimas son de tamaño intermedio, típicamente 400-650 20
aminoácidos de longitud, y reconocen secuencias que son continuas y asimétricas. Las enzimas de restricción de 
Tipo II adecuadas, también conoce endonucleasas de restricción y las secuencias que identifican se describen, por 
ejemplo, en Szybalski et al., "Class-ITS Enzimas de restricción - a Review." Gene, vol. 100: 13-26 (1991).

Los bancos primarios incluyen una estructura aceptora VH y una secuencia fija VL (también conocida como una 
secuencia "VL simulada") o un estructura aceptora VL y una secuencia fija VH (también conocida como una 25
secuencia "VH simulada"). Por lo tanto, los bancos primarios exhiben diversidad solo en una de las cadenas 
pesadas o livianas. Las bancos secundarios se generan mediante el ligamiento de una estructura aceptora VH y una 
estructura aceptora VL entre sí (ver, por ejemplo, el Ejemplo 7). Los bancos secundarios tienen diversidad tanto en 
las cadenas pesadas como livianas.

La invención proporciona métodos para producir una colección de ácidos nucleicos, donde cada ácido nucleico30
codifica un dominio variable de la cadena pesada de la inmunoglobulina humana que contiene una pluralidad de
región determinante de complementariedad 3 de cadena pesada (CDR H3) aislada del repertorio del dominio 
variable de la inmunoglobulina de una especie no humana.

El método incluye las etapas de: (a) proporcionar una pluralidad de secuencias de ácidos nucleicos de la estructura 
aceptora que codifican distintos dominios variables de la cadena pesada de la inmunoglobulina humanas, cada 35
secuencia de ácidos nucleicos de la estructura aceptora contiene una primera región estructural (FR1), una segunda 
región estructural (FR2), una tercera región estructural (FR3), y una cuarta región estructural (FR4), donde las 
regiones FR1 y FR2 están intercaladas en una región determinante de complementariedad 1 (CDR1), las regiones 
FR2 y FR3 están intercaladas en una región determinante de complementariedad 2 (CDR2), y las regiones FR3 y 
FR4 están intercaladas en una secuencia de ácidos nucleicos de relleno que incluye al menos dos sitios de 40
reconocimiento de la enzimas de restricción Tipo IIs intercalados en una secuencia de ácidos nucleicos aleatoria; (b) 
proporcionar una pluralidad de secuencias de ácidos nucleicos diversificadas que codifican las secuencias de la 
región determinante de complementariedad de la cadena pesada 3 (CDR H3) aislada de del repertorio de 
inmunoglobulina de una especie no humana donde cada una de la pluralidad de secuencias de ácidos nucleicos 
diversificadas incluye un sitio de reconocimiento de la enzimas de restricción Tipo IIs en cada extremidad; (c) digerir 45
cada una de la pluralidad de secuencias de ácidos nucleicos que codifican las regiones CDR H3 usando una enzima
de restricción Tipo IIs que se une al sitio de reconocimiento de la enzima de restricción Tipo IIs de la etapa (b) y
digerir la secuencia de ácidos nucleicos de relleno de la etapa (a) a partir de la estructura aceptora usando una
enzima de restricción Tipo II que se une al sitio de reconocimiento de la enzima de restricción Tipo IIs de la etapa
(a); y (d) ligar las secuencias de ácidos nucleicos digeridas que codifica las regiones CDR H3 o las secuencias de50
aminoácidos de la etapa (c) en la estructura aceptora digerida de la etapa (c) de modo que las regiones FR3 y FR4
se intercalan en las secuencias de ácidos nucleicos que codifican la región CDR H3 o la secuencia de aminoácidos 
que puede cumplir el papel de una región CDR3 y se restauran secuencias que codifican el dominio variable de la 
inmunoglobulina completa que no contienen los sitios de reconocimiento de la enzimas de restricción Tipo IIs de las 
etapas (a) y (b).55

En algunas formas de realización, la etapa (b) expuesta anteriormente se realiza mediante la amplificación de la
secuencia de CDR H3 de una especie no humana usando cebadores de oligonucleótidos que contienen un sitio de 
restricción Tipo IIs. En algunas formas de realización, la etapa (b) expuesta anteriormente se realiza mediante la 
amplificación la secuencia de CDR H3 una especie no humana usando cebadores de oligonucleótidos que contienen 
un sitio de restricción FokI II. En algunas formas de realización, la especie no humana es primate no humano, 60
roedor, canino, felino, oveja, cabra, vaca, caballo o cerdo.
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En algunas formas de realización, los sitios de reconocimiento de la enzima de restricción Tipo IIs de la etapa (a) y la 
etapa (b) son reconocidos por las mismas enzimas de restricción Tipo IIs. En algunas formas de realización, los
sitios de reconocimiento de la enzima de restricción Tipo IIs de la etapa (a) y la etapa (b) son reconocidos por las 
diferentes enzimas de restricción Tipo IIs. Por ejemplo, los sitios de reconocimiento Tipo IIs de la enzima de 
restricción son sitios de reconocimiento FokI, sitios de reconocimiento BsaI, y/o sitios de reconocimiento BsmBI.5

En algunas formas de realización, la secuencia de ácidos nucleicos de la estructura aceptora se deriva de una 
secuencia génica humana. Por ejemplo, la secuencia humana es una secuencia del gen variable de la cadena 
pesada humana o una secuencia derivada de una secuencia del gen variable de la cadena pesada humana, En 
algunas formas de realización, la secuencia del gen variable de la cadena pesada humana se selecciona de VH1-2, 
VH1-69, VH1-18, VH3-30, VH3-48, VH3-23, y VH5-51. En algunas formas de realización, la secuencia humana es 10
una secuencia del gen variable de la cadena liviana kappa humana o una secuencia derivada de una secuencia del 
gen variable de la cadena liviana kappa humana. Por ejemplo, la secuencia del gen variable de la cadena liviana 
kappa humana se selecciona de VKI-33, VK1-39, VK3-11, VK3- 15, y VK3-20. En algunas formas de realización, la 
secuencia humana es una secuencia del gen variable de la cadena liviana lambda humana o una secuencia 
derivada de una secuencia del gen variable de la cadena liviana lambda humana. Por ejemplo, la secuencia del gen 15
variable de la cadena liviana lambda humana se selecciona de VL1-44 y VL1-51.

En una forma de realización, la pluralidad de ácidos nucleicos diversificados codifica las regiones CDR3, y la 
pluralidad de ácidos nucleicos diversificados incluye secuencias naturales o secuencias derivadas de animales 
inmunizados.

En una forma de realización, la pluralidad de ácidos nucleicos diversificados incluye o se deriva de secuencias20
seleccionadas de secuencias de CDR3 naturales, secuencias de Ig naturales de seres humanos, secuencias de Ig 
naturales de un mamífero, secuencias naturales de una región del bucle de un receptor de células T en un 
mamífero, y otras colecciones de polipéptidos diversificados naturales.

En una forma de realización, la pluralidad de ácidos nucleicos diversificados codifica las regiones CDR3, y la 
pluralidad de ácidos nucleicos diversificados incluye o se deriva de secuencias de inmunoglobulina que se producen 25
naturalmente en seres humanos que han sido expuestos a un inmunógeno particular o secuencias derivadas de 
animales que se han identificado como que han sido expuestos a un antígeno particular.

En una forma de realización, la pluralidad de ácidos nucleicos diversificados codifica secuencias de aminoácidos que 
pueden cumplir el papel de una región CDR3, y la pluralidad de ácidos nucleicos diversificados incluye secuencias 
sintéticas.30

En otra forma de realización, la pluralidad de ácidos nucleicos diversificados codifica secuencias de aminoácidos
que pueden cumplir el papel de una región CDR3, y la pluralidad de ácidos nucleicos diversificados incluye
secuencias sintéticas.

En algunas formas de realización, la pluralidad de secuencias de ácidos nucleicos de la estructura aceptora incluye 
una mezcla de al menos una secuencia de ácidos nucleicos de la estructura aceptora de la cadena pesada (VH) 35
variable y al menos una secuencia de ácidos nucleicos de la estructura aceptora de la cadena liviana variable.

En algunas formas de realización, los métodos proporcionados incluyen la etapa adicional de (e) transformar el
vector de expresión de la etapa (d) en una célula huésped y cultivar la célula huésped en condiciones suficientes 
para expresar la pluralidad de secuencias de la estructura aceptora. Por ejemplo, la célula huésped es E. coli. En 
algunas formas de realización, el vector de expresión es un vector fagémido. Por ejemplo, el vector fagémido es 40
pNDS 1.

También se describen métodos para obtener un anticuerpo específico del blanco, región variable del anticuerpo o
una porción de los mismos, mediante (a) proporcionar una pluralidad de secuencias de ácidos nucleicos de la 
estructura aceptora que codifican dominios variables de la inmunoglobulina distintos, cada secuencia de ácidos 
nucleicos de la estructura aceptora que incluye una primera región estructural (FR1), una segunda región estructural45
(FR2), una tercera región estructural (FR3), y una cuarta región estructural (FR4), donde las regiones FR1 y FR2
están intercaladas en una región determinante de complementariedad 1 (CDR1), las regiones FR2 y FR3 están 
intercaladas en una región determinante de complementariedad 2 (CDR2), y las regiones FR3 y FR4 están 
intercaladas en una secuencia de ácidos nucleicos de relleno que incluye al menos dos sitios de reconocimiento de 
la enzimas de restricción Tipo IIs intercalados por una secuencia de ácidos nucleicos aleatoria; (b) proporcionar una50
pluralidad de secuencias de ácidos nucleicos diversificadas que codifican regiones de la región determinante de 
complementariedad 3 (CDR3) o que codifican secuencias de aminoácidos que pueden cumplir el papel de una 
región CDR3, donde cada una de la pluralidad de secuencias de ácidos nucleicos diversificadas incluye u sitio de 
reconocimiento de la enzimas de restricción Tipo IIs en cada extremidad; (c) digerir cada una de la pluralidad de 
secuencias de ácidos nucleicos que codifican las regiones de CDR3 o secuencias de aminoácidos que pueden 55
cumplir el papel de una región CDR3 usando una enzima de restricción Tipo IIs que se une al sitio de 
reconocimiento de la enzima de restricción Tipo IIs de la etapa (b) y digerir la secuencia de ácidos nucleicos de 
relleno de la etapa (a) usando un enzimas de restricción Tipo IIs que se une al sitio de reconocimiento de la enzima 
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de restricción Tipo IIs de la etapa (a); (d) clonar las secuencias de ácidos nucleicos digeridas que codifican las 
regiones de CDR3 o las secuencias de aminoácidos que pueden cumplir el papel de una región CDR3 en un vector 
de expresión y ligar las secuencias de ácidos nucleicos digeridas que codifican las regiones de CDR3 o las 
secuencias de aminoácidos que pueden cumplir el papel de una región CDR3 de la etapa (c) en la estructura 
aceptora de modo que las regiones FR3 y FR4 se intercalan en las secuencias de ácidos nucleicos que codifican la 5
región CDR3 o la secuencia de aminoácidos que puede cumplir el papel de una región CDR3 y se restaura una 
secuencia que codifica un gen variable de la inmunoglobulina completa; (e) transformar el vector de expresión de la 
etapa (e) en una célula huésped y cultivar la célula huésped en condiciones suficientes para expresar la pluralidad 
de secuencias de la estructura aceptora; (f) poner en contacto la célula huésped con un antígeno blanco; y (g) 
determinar cuáles de las secuencias de la estructura aceptora expresadas se unen al antígeno blanco.10

Opcionalmente, los sitios de reconocimiento Tipo IIs de la enzima de restricción de la etapa (a) y etapa (b) son 
reconocidos por la misma enzimas de restricción Tipo IIs. Opcionalmente, los sitios de reconocimiento de la enzima 
de restricción Tipo IIs de la etapa (a) y etapa (b) son reconocidos por diferentes enzimas de restricción Tipo IIs. Por 
ejemplo, los sitios de reconocimiento de las enzimas de restricción Tipo IIs son sitios de reconocimiento FokI, sitios 
de reconocimiento BsaI, y/o sitios de reconocimiento BsmBI.15

Opcionalmente, la secuencia de ácidos nucleicos de la estructura aceptora deriva de una secuencia génica humana. 
Por ejemplo, la secuencia humana es una secuencia del gen variable de la cadena pesada humana o una secuencia 
derivada de una secuencia del gen variable de la cadena pesada humana. Opcionalmente, la secuencia del gen 
variable de la cadena pesada humana se selecciona de VH1-2, VH1-69, VH1-18, VH3-30, VH3-48, VH3-23, y VH5-
51. Alternativamente, la secuencia humana es una secuencia del gen variable de la cadena liviana kappa humana o20
una secuencia derivada de una secuencia del gen variable de la cadena liviana kappa humana. Por ejemplo, la 
secuencia del gen variable de la cadena liviana kappa humana se selecciona de VK1-33, VK1-39, VK3-11, VK3-15, y
VK3-20. Alternativamente, la secuencia humana es una secuencia del gen variable de la cadena liviana lambda 
humana o una secuencia derivada de una secuencia del gen variable de la cadena liviana lambda humana. Por 
ejemplo, la secuencia del gen variable de la cadena liviana lambda humana se selecciona de VLI-44 y VL1-51.25

Opcionalmente, la pluralidad de ácidos nucleicos diversificados codifica las regiones CDR3, y la pluralidad de ácidos 
nucleicos diversificados incluye secuencias naturales o secuencias derivadas de animales inmunizados.

Opcionalmente, la pluralidad de ácidos nucleicos diversificados incluye o se deriva de secuencias seleccionadas de 
secuencias de CDR3 naturales, secuencias de Ig naturales de seres humanos, secuencias de Ig naturales de un 
mamífero, secuencias naturales de una región del bucle de un receptor de células T en un mamífero, y otras30
colecciones de polipéptidos diversificados naturales.

Opcionalmente, la pluralidad de ácidos nucleicos diversificados codifica las regiones CDR3, y la pluralidad de ácidos 
nucleicos diversificados incluye o se deriva de secuencias de inmunoglobulina que se producen naturalmente en 
seres humanos que han sido expuestos a un inmunógeno particular o secuencias derivadas de animales que se han 
identificado como que han sido expuestos a un antígeno particular.35

Alternativamente, la pluralidad de ácidos nucleicos diversificados codifica secuencias de aminoácidos que pueden 
cumplir el papel de una región CDR3, y la pluralidad de ácidos nucleicos diversificados incluye las secuencias 
sintéticas.

En algunos casos, la pluralidad de las secuencias de ácidos nucleicos de la estructura aceptora incluyen una mezcla 
de al menos una secuencia de ácidos nucleicos de la estructura aceptora de la cadena pesada (VH) variable y al 40
menos una secuencia de ácidos nucleicos de la estructura aceptora de la cadena liviana variable.

Opcionalmente, el vector de expresión es un vector fagémido. Por ejemplo, el vector fagémido es pNDS1. En 
algunas formas de realización, la célula huésped es E. coli. 

Opcionalmente, el método incluye la etapa adicional de (i) secuenciar el dominio variable de la inmunoglobulina que 
codifica las secuencias que se unen al antígeno blanco.45

También se describen métodos para obtener un anticuerpo específico del blanco, región variable del anticuerpo o
una porción de los mismos, al (a) proporcionar una pluralidad de secuencias de ácidos nucleicos de la estructura 
aceptora que codifican dominios variables de la inmunoglobulina distintos, cada secuencia de ácidos nucleicos de la 
estructura aceptora que incluye una primera región estructural (FR1), una segunda región estructural (FR2), una
tercera región estructural (FR3), y una cuarta región estructural (FR4), donde las regiones FR1 y FR2 están 50
intercaladas en una secuencia de ácidos nucleicos de relleno que incluye al menos dos sitios de reconocimiento de 
la enzimas de restricción Tipo IIs intercalados por una secuencia de ácidos nucleicos aleatoria, las regiones FR2 y 
FR3 están intercaladas en una región determinante de complementariedad 2 (CDR2), y las regiones FR3 y FR4
están intercaladas en una región determinante de complementariedad 3 (CDR3); (b) proporcionar una pluralidad de 
secuencias de ácidos nucleicos diversificadas que codifican las regiones de la región determinante de 55
complementariedad (CDR1) o que codifican secuencias de aminoácidos que pueden cumplir el papel de una región 
CDR1, donde cada una de la pluralidad de secuencias de ácidos nucleicos diversificadas incluye un sitio de 
reconocimiento de la enzima de restricción Tipo IIs en cada extremidad; (c) digerir cada una de la pluralidad de 
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secuencias de ácidos nucleicos que codifican las regiones CDR1 o secuencias de aminoácidos que pueden cumplir 
el papel de una región CDR1 usando una enzima de restricción Tipo IIs que se une al sitio de reconocimiento de la 
enzima de restricción Tipo IIs de la etapa (b) y digerir la secuencia de ácidos nucleicos de relleno de la etapa (a) 
usando una enzima de restricción Tipo IIs que se une al sitio de reconocimiento de la enzima de restricción Tipo IIs
de la etapa (a); (d) clonar las secuencias de ácidos nucleicos digeridas que codifican las regiones CDR1 o las 5
secuencias de aminoácidos que pueden cumplir el papel de una región CDR1 en un vector de expresión y ligar las
secuencias de ácidos nucleicos digeridas que codifican las regiones CDR1 o las secuencias de aminoácidos que 
pueden cumplir el papel de una región CDR1 de la etapa (c) en la estructura aceptora de modo que las regiones 
FR1 y FR2 se intercalan en las secuencias de ácidos nucleicos que codifican la región CDR1 o la secuencia de 
aminoácidos que puede cumplir el papel de una región CDR1 y se restaura un gen variable de la inmunoglobulina 10
completa que codifica la secuencia; (e) transformar el vector de expresión de la etapa (e) en una célula huésped y
cultivar la célula huésped en condiciones suficientes para expresar la pluralidad de secuencias de la estructura 
aceptora; (f) poner en contacto la célula huésped con un antígeno blanco; y (g) determinar cuáles de las secuencias 
de la estructura aceptora expresadas se unen al antígeno blanco.

Opcionalmente, los sitios de reconocimiento Tipo IIs de la enzima de restricción de la etapa (a) y etapa (b) son 15
reconocidos por las mismas enzimas de restricción Tipo IIs. Opcionalmente, los sitios de reconocimiento de las 
enzimas de restricción Tipo IIs de la etapa (a) y etapa (b) son reconocidas por diferentes enzimas de restricción de 
Tipo II. Por ejemplo, los sitios de reconocimiento Tipo IIs de la enzima de restricción son sitios de reconocimiento 
FokI sitios de reconocimiento BsaI, y/o sitios de reconocimiento BsmBI.

En algunos casos, la secuencia de ácidos nucleicos de la estructura aceptora deriva de una secuencia génica 20
humana. Por ejemplo, la secuencia humana es una secuencia del gen variable de la cadena pesada humana o una 
secuencia derivada de una secuencia del gen variable de la cadena pesada humana. En algunos casos, la 
secuencia del gen variable de la cadena pesada humana se selecciona de VH1-2, VH1-69, VH1-18, VH3-30, VH3-
48, VH3-23, y VH5-51. En algunos casos, la secuencia humana es una secuencia del gen variable de la cadena 
liviana Kappa humana o una secuencia derivada de una secuencia del gen variable de la cadena liviana kappa 25
humana. Por ejemplo, la secuencia del gen variable de la cadena liviana kappa humana se selecciona de VK1-33, 
VK1-39, VK3-11, VK3-15, y VK3-20. En algunos casos, la secuencia humana es una secuencia del gen variable de 
la cadena liviana lambda humana o una secuencia derivada de una secuencia del gen variable de la cadena liviana 
lambda humana. Por ejemplo, la secuencia del gen variable de la cadena liviana lambda humana se selecciona de
VL1-44 y VL1-51. 30

Opcionalmente, la pluralidad de ácidos nucleicos diversificados codifica las regiones CDR1, y la pluralidad de ácidos 
nucleicos diversificados incluye secuencias naturales o secuencias derivadas de animales inmunizados.

Opcionalmente, la pluralidad de ácidos nucleicos diversificados incluye o se deriva de las secuencias seleccionadas 
de las secuencias CDR1 naturales, secuencias de Ig naturales de seres humanos, secuencias de Ig naturales de un 
mamífero, secuencias naturales de una región del bucle de un receptor de células T en un mamífero, y otras 35
colecciones de polipéptidos diversificados naturales.

Opcionalmente, la pluralidad de ácidos nucleicos diversificados codifica las regiones CDR1, y la pluralidad de ácidos 
nucleicos diversificados incluye o se deriva de secuencias de inmunoglobulina que se producen naturalmente en 
seres humanos que han sido expuestos a un inmunógeno particular o secuencias derivadas de animales que se han 
identificado como que han sido expuestos a un antígeno particular.40

Alternativamente, la pluralidad de ácidos nucleicos diversificados codifica secuencias de aminoácidos que pueden 
cumplir el papel de una región CDR1, y la pluralidad de ácidos nucleicos diversificados incluye secuencias sintéticas.

En algunos casos, la pluralidad de secuencias de ácidos nucleicos de la estructura aceptora incluye una mezcla de 
al menos una secuencia de ácidos nucleicos de la estructura aceptora de la cadena pesada (VH) variable y al menos
una secuencia de ácidos nucleicos de la estructura aceptora de la cadena liviana variable.45

En algunos casos, el vector de expresión es un vector fagémido. Por ejemplo, el vector fagémido es pNDS 1. 
En algunos casos, la célula huésped es E. coli.

En algunos casos, el método incluye la etapa adicional de (i) secuenciar el dominio variable de la 
inmunoglobulina que codifica las secuencias que se unen al antígeno blanco.

También se describen métodos para obtener un anticuerpo específico del blanco, una región variable del anticuerpo50
o una porción de los mismos, al (a) proporcionar una pluralidad de secuencias de ácidos nucleicos de la estructura 
aceptora que codifican dominios variables de la inmunoglobulina distintos, cada secuencia de ácidos nucleicos de la 
estructura aceptora que incluye una primera región estructural (FR1), una segunda región estructural (FR2), una 
tercera región estructural (FR3), y una cuarta región estructural (FR4), donde las regiones FR1 y FR2 están 
intercaladas en una región determinante de complementariedad 1 (CDR1), las regiones FR2 y FR3 están 55
intercaladas en una secuencia de ácidos nucleicos de relleno que incluye al menos dos sitios de reconocimiento 
Tipo IIs de la enzima de restricción intercaladas por una secuencia de ácidos nucleicos aleatoria, y las regiones FR3 
y FR4 están intercaladas en una región determinante de complementariedad 3 (CDR3); (b) proporcionar una
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pluralidad de secuencias de ácidos nucleicos diversificadas que codifican regiones de la región determinante de 
complementariedad 2 (CDR2) o que codifica secuencias de aminoácidos que pueden cumplir el papel de una región 
CDR2, donde cada una de la pluralidad de secuencias de ácidos nucleicos diversificadas incluye un sitio de 
reconocimiento de la enzima de restricción Tipo IIs en cada extremidad; (c) digerir cada una de la pluralidad de 
secuencias de ácidos nucleicos que codifican las regiones CDR2 o secuencias de aminoácidos que pueden cumplir 5
el papel de una región CDR2 usando una enzima de restricción Tipo IIs que se une al sitio de reconocimiento de la 
enzima de restricción Tipo IIs de la etapa (b) y digerir la secuencia de ácidos nucleicos de relleno de la etapa (a) a 
partir de la estructura aceptora usando una enzima de restricción Tipo IIs que se une al sitio de reconocimiento de la 
enzima de restricción Tipo IIs de la etapa (a); (d) ligar las secuencias de ácidos nucleicos digeridas que codifican las
regiones CDR2 o las secuencias de aminoácidos que pueden cumplir el papel de una región CDR2 de la etapa (c)10
en la estructura aceptora digerida de la etapa (c) de modo que las regiones FR2 y FR3 se intercalan en las
secuencias de ácidos nucleicos que codifican la región CDR2 o la secuencia de aminoácidos que puede cumplir el 
papel de una región CDR2 y se restauran las secuencias que codifican el dominio variable de la inmunoglobulina 
completa que no contienen los sitios de reconocimiento Tipo IIs de la enzima de restricción de las etapas (a) y (b); 
(e) clonar la biblioteca de ácidos nucleicos que codifica los dominios variables de la inmunoglobulina de la etapa (d) 15
en un vector de expresión; (f) transformar el vector de expresión de la etapa (e) en una célula huésped y cultivar la 
célula huésped en condiciones suficientes para expresar una pluralidad de dominios variables de la inmunoglobulina
codificada por la biblioteca; (g) poner en contacto la pluralidad de dominios variables de la inmunoglobulina de la 
etapa (f) con un antígeno blanco; y (h) determinar cuáles secuencias que codifican el dominio variable de la 
inmunoglobulina expresado se unen al antígeno blanco.20

En algunos casos, los sitios de reconocimiento Tipo IIs de la enzima de restricción de la etapa (a) y etapa (b) son 
reconocidas por la misma enzima de restricción Tipo II. En algunos casos, los sitios de reconocimiento Tipo IIs
de la enzima de restricción de la etapa (a) y etapa (b) son reconocidas por diferentes enzimas de restricción Tipo IIs. 
Por ejemplo, los sitios de reconocimiento de la enzima de restricción Tipo IIs son los sitios de reconocimiento FokI, 
sitios de reconocimiento BsaI, y/o sitios de reconocimiento BsmBI.25

En algunos casos, la secuencia de ácidos nucleicos de la estructura aceptora deriva de una secuencia 
génica humana. Por ejemplo, la secuencia humana es una secuencia del gen variable de la cadena pesada humana
o una secuencia derivada de una secuencia del gen variable de la cadena pesada humana. En algunos casos, la 
secuencia del gen variable de la cadena pesada humana se selecciona de VH1-2, VH1-69, VH1-18, VH3-30, VH3-
48, VH3-23, y VH5-51. En algunos casos, la secuencia humana es una secuencia del gen variable de la cadena 30
liviana kappa humana o una secuencia derivada de una secuencia del gen variable de la cadena liviana kappa 
humana. Por ejemplo, la secuencia del gen variable de la cadena liviana kappa humana se selecciona de VK1-33, 
VK1-39, VK3-11, VK3-15, y VK3-20. Alternativamente, la secuencia humana es una secuencia del gen variable de la 
cadena liviana lambda humana o una secuencia derivada de una secuencia del gen variable de la cadena liviana 
lambda humana. Por ejemplo, la secuencia del gen variable de la cadena liviana lambda humana se selecciona de35
VL1-44 y VL1-51. 

Opcionalmente, la pluralidad de ácidos nucleicos diversificados codifica las regiones CDR2, y la pluralidad de ácidos 
nucleicos diversificados incluye secuencias naturales o secuencias derivadas de animales inmunizados.

Opcionalmente, la pluralidad de ácidos nucleicos diversificados incluye o se deriva de secuencias seleccionadas de
secuencias de CDR2 naturales, secuencias de Ig naturales de seres humanos, secuencias de Ig naturales de un 40
mamífero, secuencias naturales de una región del bucle de un receptor de células T en un mamífero, y otras 
colecciones de polipéptidos diversificados naturales.

Opcionalmente, la pluralidad de ácidos nucleicos diversificados codifica las regiones CDR2, y la pluralidad de ácidos 
nucleicos diversificados incluye o se deriva de secuencias de inmunoglobulina que se producen naturalmente en 
seres humanos que han sido expuestos a un inmunógeno particular o secuencias derivadas de animales que se han 45
identificado como que han sido expuestos a un antígeno particular.

Opcionalmente, la pluralidad de ácidos nucleicos diversificados codifica secuencias de aminoácidos que pueden 
cumplir el papel de una región CDR2, y la pluralidad de ácidos nucleicos diversificados incluye secuencias sintéticas.

Alternativamente, la pluralidad de ácidos nucleicos diversificados codifica secuencias de aminoácidos que pueden 
cumplir el papel de una región CDR2, y la pluralidad de ácidos nucleicos diversificados incluye secuencias sintéticas.50

Opcionalmente, la pluralidad de secuencias de ácidos nucleicos de la estructura aceptora incluye una mezcla de al 
menos una secuencia de ácidos nucleicos de la estructura aceptora de la cadena pesada variable (VH) y al menos
una secuencia de ácidos nucleicos de la estructura aceptora de la cadena liviana variable.

Opcionalmente, la célula huésped es E. coli. En algunas formas de realización, el vector de expresión es un vector 
fagémido. Por ejemplo, el vector fagémido es pNDS1. 55

Opcionalmente, el método incluye la etapa adicional de (i) secuenciar el dominio variable de la inmunoglobulina que 
codifica las secuencias que se unen antígeno blanco.
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También se describen métodos para producir una biblioteca de ácidos nucleicos, donde cada ácido nucleico codifica
un dominio variable de la inmunoglobulina. Estos métodos incluyen las etapas de (a) proporcionar una pluralidad de
secuencias de ácidos nucleicos de la estructura aceptora de Ig en donde se introduce una fuente de diversidad en 
una región determinante de complementariedad única (CDR) seleccionada del grupo que consiste en una región 
determinante de complementariedad 1 (CDR1), región determinante de complementariedad 2 (CDR2), y región 5
determinante de complementariedad 3 (CDR3), donde secuencia de la estructura aceptora de Ig incluye una
secuencia de ácidos nucleicos de relleno que incluye al menos dos sitios de reconocimiento de la enzimas de 
restricción Tipo IIs, y donde la fuente de diversidad es una CDR seleccionada de secuencias de CDR naturales que 
contienen sitios de reconocimiento de la enzimas de restricción Tipo IIs fuera de la región de CDR, (b) introducir la 
fuente de diversidad dentro de cada estructura aceptora de Ig por digestión de la fuente de diversidad y las 10
estructuras aceptoras de Ig con una enzima de restricción Tipo II; y (c) ligar la fuente de diversidad digerida en la 
estructura aceptora de Ig de modo que se restauran las secuencias que codifican el dominio variable de la 
inmunoglobulina completa que no contiene los sitios de reconocimiento de las enzimas de restricción Tipo IIs de las 
etapas (a) y (b).

Las secuencias de la región de CDR naturales están sustancialmente sin alterar de su tipo salvaje, es decir, estado 15
natural. Estas secuencias de la región de CDR naturales están flanqueadas por las secuencias de aminoácidos que 
se han manipulado genéticamente (o manipulado artificialmente de otro modo) para contener dos sitios de 
reconocimiento de la enzima de restricción Tipo IIs, con un sitio de reconocimiento de la enzima de restricción Tipo 
IIs en cada lado de la secuencia de la región de CDR natural. Los sitios de reconocimiento de la enzima de 
restricción Tipo IIs están fuera de la región que codifica la CDR. La secuencia de las regiones CDR no están 20
alteradas en los límites de la región que codifica la CDR - las enzimas de restricción reconocen y empalman en una 
región que está arriba del límite de la región que codifica la CDR, pero no empalma dentro de la región que codifica 
la CDR.

Opcionalmente, los sitios de reconocimiento de las enzimas de restricción Tipo IIs dentro de las secuencias de 
ácidos nucleicos de relleno y que flanqueas las secuencias de CDR naturales son reconocidas por las mismas 25
enzimas de restricción Tipo IIs. Opcionalmente, los sitios de reconocimiento Tipo IIs de la enzima de restricción
dentro de las secuencias de ácidos nucleicos de relleno y que flanquean las secuencias de CDR naturales son 
reconocidas por diferentes enzimas de restricción Tipo IIs. Por ejemplo, los sitios de reconocimiento Tipo IIs de la 
enzima de restricción son sitios de reconocimiento FokI, sitios de reconocimiento BsaI, y/o sitios de reconocimiento 
BsmBI.30

Opcionalmente, la secuencia de ácidos nucleicos de la estructura aceptora de Ig deriva de una secuencia génica 
humana. Por ejemplo, la secuencia humana es una secuencia del gen variable de la cadena pesada humana o una 
secuencia derivada de una secuencia del gen variable de la cadena pesada humana. Opcionalmente, la secuencia
del gen variable de la cadena pesada humana se selecciona de VH1-2, VH1-69, VH1-18, VH3-30, VH3-48, VH3-23, 
y VH5-51. Opcionalmente, la secuencia humana es una secuencia del gen variable de la cadena liviana kappa 35
humana o una secuencia derivada de una secuencia del gen variable de la cadena liviana kappa humana. Por 
ejemplo, la secuencia del gen variable de la cadena liviana kappa humana se selecciona de VK1-33, VK1-39, VK3-
11, VK3-15, y VK3-20. Opcionalmente, la secuencia humana es una secuencia del gen variable de la cadena liviana 
lambda humana o una secuencia derivada de una secuencia del gen variable de la cadena liviana lambda humana. 
Por ejemplo, la secuencia del gen variable de la cadena liviana lambda humana se selecciona de VL 1-44 y VL I -51. 40

Opcionalmente, el conjunto de ácidos nucleicos naturales incluye o se deriva de secuencias seleccionadas de 
secuencias de CDR3 naturales, secuencias de Ig naturales de seres humanos, secuencias de Ig naturales de un 
mamífero, secuencias naturales de una región del bucle de un receptor de células T en un mamífero, y otras 
colecciones de polipéptidos diversificados naturales.

Opcionalmente, el conjunto de ácidos nucleicos naturales codifica las regiones CDR3, y el conjunto de ácidos 45
nucleicos naturales incluya las secuencias de inmunoglobulina que se producen naturalmente en seres humanos 
que han sido expuestos a un inmunógeno particular o secuencias derivadas de animales que se han identificado 
como que han sido expuestos a un antígeno particular.

Opcionalmente, el conjunto de ácidos nucleicos naturales incluye o se deriva de secuencias seleccionadas de
secuencias de CDR1 naturales, secuencias de Ig naturales de seres humanos, secuencias de Ig naturales de un 50
mamífero, secuencias naturales de una región del bucle de un receptor de células T en un mamífero, y otras 
colecciones de polipéptidos diversificados naturales.

Opcionalmente, el conjunto de ácidos nucleicos naturales codifica regiones de CDR1, y el conjunto de ácidos 
nucleicos naturales incluye o se deriva de secuencias de inmunoglobulina que se producen naturalmente en seres 
humanos que han sido expuestos a un inmunógeno particular o secuencias derivadas de animales que se han 55
identificado como que han sido expuestos a un antígeno particular.

Opcionalmente, el conjunto de ácidos nucleicos naturales incluye o se deriva de secuencias seleccionadas de
secuencias de CDR2 naturales, secuencias de Ig naturales de seres humanos, secuencias de Ig naturales de un 
mamífero, secuencias naturales de una región del bucle de un receptor de células T en un mamífero, y otras 
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colecciones de polipéptidos diversificados naturales.

Opcionalmente, el conjunto de ácidos nucleicos naturales codifica las regiones CDR2, y el conjunto de ácidos 
nucleicos naturales incluye secuencias de inmunoglobulina que se producen naturalmente en seres humanos que 
han sido expuestos a un inmunógeno particular o secuencias derivadas de animales que se han identificado como 
que han sido expuestos a un antígeno particular.5

Opcionalmente, la pluralidad de secuencias de ácidos nucleicos de la estructura aceptora de Ig incluye una mezcla 
de al menos una secuencia de ácidos nucleicos de la estructura aceptora d cadena pesada variable (VH) y al menos
una secuencia de ácidos nucleicos de la estructura aceptora cadena liviana variable (VL).

Opcionalmente, los métodos descriptos incluyen la etapas adicionales de (e) clonar la biblioteca de ácidos nucleicos
que codifica dominios variables de la inmunoglobulina de la etapa (d) en un vector de expresión y (f) transformar el10
vector de expresión de la etapa (e) en una célula huésped y cultivar la célula huésped en condiciones suficientes 
para expresar una pluralidad de dominio variable de la inmunoglobulina codificada por la biblioteca. Por ejemplo, la 
célula huésped es E. coli. En algunas formas de realización, el vector de expresión es un vector fagémido. Por 
ejemplo, el vector fagémido es pNDS1.

También se describen métodos para producir una biblioteca de ácidos nucleicos, donde cada ácido nucleico codifica15
un dominio variable de la inmunoglobulina. Estos métodos incluyen las etapas de (a) proporcionar una pluralidad de
secuencias de ácidos nucleicos de la estructura aceptora de Ig en donde se introduce una fuente de diversidad en 
una región determinante de complementariedad única (CDR) seleccionada del grupo que consiste en región 
determinante de complementariedad 1 (CDR1), región determinante de complementariedad 2 (CDR2), y región 
determinante de complementariedad 3 (CDR3), donde la secuencia de la estructura aceptora de Ig incluye una20
secuencia de ácidos nucleicos de relleno que incluye al menos dos sitios de reconocimiento de la enzima de 
restricción Tipo IIs, y donde la fuente de diversidad es una CDR seleccionada de secuencias de CDR producidas 
sintéticamente que contienen sitios de reconocimiento de la enzimas de restricción Tipo IIs fuera de la región de 
CDR, (b) introducir la fuente de diversidad dentro de cada estructura aceptora de Ig por digestión de la fuente de 
diversidad y la estructura aceptora de Ig con una enzima de restricción Tipo IIs; y (c) ligar la fuente de diversidad 25
digerida en la estructura aceptora de Ig de modo que se restauran las secuencias que codifican el dominio variable 
de la inmunoglobulina completa que no contienen los sitios de reconocimiento de las enzimas de restricción Tipo IIs
de las etapas (a) y (b).

En algunos casos, los sitios de reconocimiento de las enzimas de restricción Tipo IIs dentro de las secuencias de 
ácidos nucleicos de relleno y las secuencias de CDR producidas sintéticamente son reconocidas por las mismas 30
enzimas de restricción Tipo IIs. En algunos casos, los sitios de reconocimiento de las enzimas de restricción Tipo IIs
dentro de las secuencias de ácidos nucleicos de relleno y las secuencias de CDR producidas sintéticamente son 
reconocidas por diferentes enzimas de restricción Tipo IIs. Por ejemplo, los sitios de reconocimiento de las enzimas 
de restricción Tipo IIs son sitios de reconocimiento FokI, sitios de reconocimiento BsaI, y/o sitios de reconocimiento 
BsmBI.35

Opcionalmente, la secuencia de ácidos nucleicos de la estructura aceptora de Ig deriva de una secuencia humana. 
Por ejemplo, la secuencia humana es una secuencia del gen variable de la cadena pesada humana o una secuencia 
derivada de una secuencia del gen variable de la cadena pesada humana. Opcionalmente, la secuencia del gen 
variable de la cadena pesada humana se selecciona de VH1-2, VH1-69, VH1-18, VH3-30, VH3-48, VH3-23, y VH5-
51. Opcionalmente, la secuencia humana es una secuencia del gen variable de la cadena liviana kappa humana o40
una secuencia derivada de una secuencia del gen variable de la cadena liviana kappa humana. Por ejemplo, la 
secuencia del gen variable de la cadena liviana kappa humana se selecciona de VK1-33, VKI-39, VK3-11, VK3-15, y
VK3-20. Alternativamente, la secuencia humana es una secuencia del gen variable de la cadena liviana lambda 
humana o una secuencia derivada de una secuencia del gen variable de la cadena liviana lambda humana. Por 
ejemplo, la secuencia del gen variable de la cadena liviana lambda humana se selecciona de VL1-44 y VL1-51.45

Opcionalmente, la pluralidad de ácidos nucleicos diversificados codifica secuencias de aminoácidos que pueden 
cumplir el papel de una región CDR3, y la pluralidad de ácidos nucleicos diversificados incluye secuencias sintéticas.

Opcionalmente, la pluralidad de ácidos nucleicos diversificados codifica secuencias de aminoácidos que pueden 
cumplir el papel de una región CDR1, y la pluralidad de ácidos nucleicos diversificados incluye secuencias sintéticas.

Opcionalmente, la pluralidad de ácidos nucleicos diversificados codifica las secuencias de aminoácidos que pueden 50
cumplir el papel de una región CDR2, y la pluralidad de ácidos nucleicos diversificados incluye secuencias sintéticas.

Opcionalmente, la pluralidad de secuencias de ácidos nucleicos de la estructura aceptora de Ig incluye una mezcla 
de al menos una secuencia de ácidos nucleicos de la estructura aceptora de la cadena pesada (VH) variable y al 
menos una secuencia de ácidos nucleicos de la estructura aceptora de la cadena liviana variable.

Opcionalmente, los métodos proporcionados incluyen las etapas adicionales de (e) clonar la biblioteca de ácidos 55
nucleicos que codifica dominios variables de la inmunoglobulina de la etapa (d) en un vector de expresión y (f) 
transformar el vector de expresión de la etapa (e) en una célula huésped y cultivar la célula huésped en condiciones 
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suficientes para expresar una pluralidad de dominio variable de la inmunoglobulina codificado por la biblioteca. Por 
ejemplo, la célula huésped es E. coli. Opcionalmente, el vector de expresión es un vector fagémido. Por ejemplo, el 
vector fagémido es pNDS1.

También se describen métodos para obtener un polipéptido de la inmunoglobulina. Estos métodos incluyen las 
etapas de (a) proporcionar una pluralidad de secuencias de ácidos nucleicos de la estructura aceptora de Ig en 5
donde se introduce una fuente de diversidad en una región determinante de complementariedad única (CDR) 
seleccionada del grupo que consiste en región determinante de complementariedad 1 (CDR1), región determinante 
de complementariedad 2 (CDR2), y región determinante de complementariedad 3 (CDR3), donde secuencia de la 
estructura aceptora de Ig incluye una secuencia de ácidos nucleicos de relleno que incluye al menos dos sitios de 
reconocimiento Tipo IIs de la enzima de restricción, y donde la fuente de diversidad es una CDR seleccionada de10
secuencias de CDR naturales que contienen sitios de reconocimiento de la enzimas de restricción Tipo IIs fuera de 
la región de CDR, (b) introducir la fuente de diversidad dentro de cada estructura aceptora de Ig mediante la 
digestión de la fuente de diversidad y las estructuras aceptoras de Ig con una enzima de restricción Tipo II; (c) ligar 
la fuente de diversidad digerida en la estructura aceptora de Ig de modo que se restaura una secuencia que codifica 
el gen variable de la inmunoglobulina completa; y (d) clonar el gen que variable de la inmunoglobulina completa que 15
la secuencia de la etapa (c) en un vector de expresión; y (e) transformar el vector de expresión de la etapa (d) en 
una célula huésped y cultivar la célula huésped en condiciones suficientes para expresar el gen de inmunoglobulina
completo que codifica las secuencias que no contienen los sitios de reconocimiento de las enzimas de restricción 
Tipo IIs que se restauran.

Las secuencias de la región de CDR naturales están sustancialmente inalteradas de su tipo salvaje, es decir, estado 20
natural. Estas secuencias de la región de CDR naturales están flanqueadas por secuencias de aminoácidos que se 
han manipulado genéticamente (o manipulado artificialmente de otro modo) para contener dos sitios de 
reconocimiento de la enzima de restricción Tipo IIs, con un sitio de reconocimiento de la enzima de restricción Tipo 
IIs en cada lado de la secuencia de la región de CDR natural.

Opcionalmente, los sitios de reconocimiento de las enzimas de restricción Tipo IIs dentro de las secuencias de 25
ácidos nucleicos de relleno y que flanquean las secuencias de CDR naturales son reconocidas por la misma enzima
de restricción Tipo II. Opcionalmente, los sitios de reconocimiento de la enzimas de restricción Tipo IIs dentro de las 
secuencias de ácidos nucleicos de relleno y que flanquean las secuencias de CDR naturales son reconocidas por
diferentes enzimas de restricción Tipo IIs. Por ejemplo, los sitios de reconocimiento de las enzimas de restricción 
Tipo IIs son sitios de reconocimiento FokI, sitios de reconocimiento BsaI, y/o sitios de reconocimiento BsmBI.30

En algunos casos, la secuencia de ácidos nucleicos de la estructura aceptora deriva de una secuencia 
génica humana. Por ejemplo, la secuencia humana es una secuencia del gen variable de la cadena pesada humana
o una secuencia derivada de una la secuencia del gen variable de la cadena pesada humana. En algunos casos, la 
secuencia del gen variable de la cadena pesada humana se selecciona de VH1-2, VH1-69, VH1-18, VH3-30, VH3-
48, VH3-23, y VH5-51. En algunos casos, la secuencia humana es una secuencia del gen variable de la cadena 35
liviana kappa humana o una secuencia derivada de una secuencia del gen variable de la cadena liviana kappa 
humana, Por ejemplo, la secuencia del gen variable de la cadena liviana kappa humana se selecciona de VK1-33, 
VK1-39, VK3-11, VK3- 15, y VK3-20. En algunos casos, la secuencia humana es una secuencia del gen variable de 
la cadena liviana lambda humana o una secuencia derivada de una secuencia del gen variable de la cadena liviana 
lambda humana. Por ejemplo, la secuencia del gen variable de la cadena liviana lambda humana se selecciona de40
VL1-44 y VL1-51.

Opcionalmente, el conjunto de ácidos nucleicos naturales incluye o se deriva de secuencias seleccionadas de 
secuencias de CDR3 naturales, secuencias de Ig naturales de seres humanos, secuencias de Ig naturales de un 
mamífero, secuencias naturales de una región del bucle de un receptor de células T en un mamífero, y otras 
colecciones de polipéptidos diversificados naturales.45

En algunos casos, el conjunto de ácidos nucleicos naturales codifica las regiones CDR3, y el conjunto de 
ácidos nucleicos naturales incluye secuencias de inmunoglobulina que se producen naturalmente en seres humanos 
que han sido expuestos a un inmunógeno particular o secuencias derivadas de animales que se han identificado 
como que han sido expuestos a un antígeno particular.

En algunos casos, el conjunto de ácidos nucleicos naturales incluye o se deriva de secuencias50
seleccionadas de secuencias de CDR1 naturales, secuencias de Ig naturales de seres humanos, secuencias de Ig 
naturales de un mamífero, secuencias naturales de una región del bucle de un receptor de células T en un 
mamífero, y otras colecciones de polipéptidos diversificados naturales.

En algunos casos, el conjunto de ácidos nucleicos naturales codifica regiones CDR1, y el conjunto de ácidos 
nucleicos naturales incluye o se deriva de secuencias de inmunoglobulina que se producen naturalmente en seres 55
humanos que han sido expuestos a un inmunógeno particular o secuencias derivadas de animales que se han 
identificado como que han sido expuestos a un antígeno particular.

En algunos casos, el conjunto de ácidos nucleicos naturales incluye o se deriva de secuencias
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seleccionadas de secuencias de CDR2 naturales, secuencias de Ig naturales de seres humanos, secuencias de Ig 
naturales de un mamífero, secuencias naturales de una región del bucle de un receptor de células T en un 
mamífero, y otras colecciones de polipéptidos diversificados naturales.

En algunos casos, el conjunto de ácidos nucleicos naturales codifica las regiones CDR2, y el conjunto de ácidos 
nucleicos naturales incluye secuencias de inmunoglobulina que se producen naturalmente en seres humanos que 5
han sido expuestos a un inmunógeno particular o secuencias derivadas de animales que se han identificado como 
que han sido expuestos a un antígeno particular,

En algunos casos, la pluralidad de secuencias de ácidos nucleicos de la estructura aceptora incluye una mezcla de
al menos una secuencia de ácidos nucleicos de cadena pesada variable (VH) de la estructura aceptora y al menos
una secuencia de ácidos nucleicos de la estructura aceptora de la cadena liviana variable.10

En algunos casos, el vector de expresión es un vector fagémido. En algunos casos, la célula huésped 
es E. coli.

Opcionalmente, el método también incluye las etapas de poner en contacto la célula huésped con un antígeno 
blanco, y determinar cuáles secuencias que codifican el gen variable de Ig completa expresada se unen al antígeno 
blanco, de este modo se identifican los anticuerpos específicos blanco, regiones variable del anticuerpo o porciones 15
de los mismos. Opcionalmente, el método incluye la etapa adicional de (i) secuenciar las secuencias que codifican el 
dominio variable de inmunoglobulina que se unen antígeno blanco.

También se describen métodos para obtener un polipéptido de la inmunoglobulina. Estos métodos incluyen las 
etapas de (a) proporcionar una pluralidad de secuencias de ácidos nucleicos de la estructura aceptora de Ig en 
donde se introduce una fuente de diversidad en una región determinante de complementariedad única (CDR) 20
seleccionada del grupo que consiste en región determinante de complementariedad 1 (CDR1), región determinante 
de complementariedad 2 (CDR2), y región determinante de complementariedad 3 (CDR3), donde secuencia de la 
estructura aceptora de Ig incluye una secuencia de ácidos nucleicos de relleno que incluye al menos dos sitios de 
reconocimiento de la enzimas de restricción Tipo IIs, y donde la fuente de diversidad es una CDR seleccionada de
secuencias de CDR producidas sintéticamente que contienen sitios de reconocimiento de la enzimas de restricción 25
Tipo IIs fuera de la región de CDR, (b) introducir la fuente de diversidad dentro de cada estructura aceptora de Ig
mediante la digestión de la fuente de diversidad y la estructura aceptora de Ig con una enzima de restricción Tipo IIs; 
(c) ligar la fuente de diversidad digerida en la estructura aceptora de Ig de modo que se restaura la secuencia que 
codifica un gen variable de la inmunoglobulina completa; (d) clonar la estructura aceptora de Ig ligada de la etapa (c) 
en un vector de expresión; y (e) transformar el vector de expresión de la etapa (d) en una célula huésped y cultivar la 30
célula huésped en condiciones suficientes para expresar las secuencias que codifican el gen de inmunoglobulina 
completa que contienen los sitios de reconocimiento de las enzimas de restricción Tipo IIs que se restauran.

Opcionalmente, los sitios de reconocimiento de las enzimas de restricción Tipo IIs dentro de las secuencias de 
ácidos nucleicos de relleno y las secuencias de CDR producidas sintéticamente son reconocidas por la misma
enzima de restricción Tipo II. Opcionalmente, los sitios de reconocimiento de las enzimas de restricción Tipo IIs35
dentro de las secuencias de ácidos nucleicos de relleno y las secuencias de CDR producidas sintéticamente son 
reconocidas por diferentes enzimas de restricción Tipo IIs. Por ejemplo, los sitios de reconocimiento de las enzimas 
de restricción Tipo IIs son sitios de reconocimiento FokI, sitios de reconocimiento BsaI, y/o sitios de reconocimiento 
BsmBI.

Opcionalmente, la secuencia de ácidos nucleicos de la estructura aceptora de Ig deriva de una secuencia génica 40
humana. Por ejemplo, la secuencia humana es una secuencia del gen variable de la cadena pesada humana o una 
secuencia derivada de una secuencia del gen variable de la cadena pesada humana. Opcionalmente, la 
secuencia del gen variable de la cadena pesada humana se selecciona de VH1-2, VH1-69, VH1-18, VH3-30, VH3-
48, VH3-23, y VH5-51. Opcionalmente, la secuencia humana es una secuencia del gen variable de la cadena liviana 
kappa humana o una secuencia derivada de una secuencia del gen variable de la cadena liviana kappa humana. Por 45
ejemplo, la secuencia del gen variable de la cadena liviana kappa humana se selecciona de VK1-33, VK1-39, VK3-
11, VK3- 15, y VK3-20. Opcionalmente, la secuencia humana es una secuencia del gen variable de la cadena liviana 
lambda humana o una secuencia derivada de una secuencia del gen variable de la cadena liviana lambda humana. 
Por ejemplo, la secuencia del gen variable de la cadena liviana lambda humana se selecciona de VL1-44 y VL1-51.

Opcionalmente, la pluralidad de ácidos nucleicos diversificados codifica secuencias de aminoácidos que pueden 50
cumplir el papel de una región CDR3, y la pluralidad de ácidos nucleicos diversificados incluye secuencias sintéticas.

Opcionalmente, la pluralidad de ácidos nucleicos diversificados codifica secuencias de aminoácidos que pueden 
cumplir el papel de una región CDR1, y la pluralidad de ácidos nucleicos diversificados incluye secuencias sintéticas.

Opcionalmente, la pluralidad de ácidos nucleicos diversificados codifica secuencias de aminoácidos que pueden 
cumplir el papel de una región CDR2, y la pluralidad de ácidos nucleicos diversificados incluye secuencias sintéticas.55

Opcionalmente, la pluralidad de secuencias de ácidos nucleicos de la estructura aceptora de Ig incluye una mezcla 
de al menos una secuencia de ácidos nucleicos de la estructura aceptora de la cadena pesada (VH) variable y al 

E10731846
20-08-2015ES 2 545 792 T3

 



15

menos una secuencia de ácidos nucleicos de la estructura aceptora de la cadena liviana variable.

Opcionalmente, el vector de expresión es un vector fagémido. En algunas formas de realización, la célula huésped 
es E. coli.

Opcionalmente, el método también incluye las etapas de poner en contacto la célula huésped con un antígeno 
blanco, y determinar cuáles secuencias que codifican el gel variables de Ig completa se unen al antígeno blanco, de 5
este modo se identifican anticuerpos específicos del blanco, región variable del anticuerpos o porciones de los 
mismos. Opcionalmente, el método incluye la etapa adicional de (i) secuenciar las secuencias que codifican el
dominio variable de la inmunoglobulina que se unen al antígeno blanco.

También se describen métodos para producir una colección de ácidos nucleicos, donde cada ácido nucleico codifica 
un dominio variable de la inmunoglobulina humana que incluye una pluralidad de secuencias de la región 10
determinante de complementariedad 3 (CDR3) aisladas separadamente del repertorio del dominio variable de la 
inmunoglobulina de una especie de mamífero. También se describen métodos para producir una colección de ácidos 
nucleicos, donde cada ácido nucleico codifica un dominio variable de la inmunoglobulina humana que incluye una 
pluralidad de secuencias de la región determinante de complementariedad 2 (CDR2) aisladas separadamente del 
repertorio del dominio variable de la inmunoglobulina de una especie de mamífero. Además, se describen métodos 15
para producir una colección de ácidos nucleicos, donde cada ácido nucleico codifica un dominio variable de la 
inmunoglobulina humana que incluye una pluralidad de secuencias de la región determinante de complementariedad
1 (CDR1) aisladas separadamente del repertorio del dominio variable de la inmunoglobulina de una especie de 
mamífero.

Se describen métodos para producir una colección de ácidos nucleicos, donde cada ácido nucleico codifica un 20
dominio variable de la inmunoglobulina humana que incluye una pluralidad de secuencias de la región determinante 
de complementariedad 3 (CDR3) aisladas separadamente del repertorio del dominio variable de la inmunoglobulina
de una especie de mamífero no humano. También se describen métodos para producir una colección de ácidos 
nucleicos, donde cada ácido nucleico codifica un dominio variable de la inmunoglobulina humana que incluye una 
pluralidad de secuencias de la región determinante de complementariedad 2 (CDR2) aisladas separadamente del 25
repertorio del dominio variable de la inmunoglobulina de una especie de mamífero no humano.

También se describen métodos para producir una colección de ácidos nucleicos, donde cada ácido nucleico codifica 
un dominio variable de la inmunoglobulina humana que incluye una pluralidad de secuencias de la región 
determinante de complementariedad 1 (CDR1) aisladas separadamente del repertorio del dominio variable de la 
inmunoglobulina de una especie de mamífero no humano.30

Opcionalmente, la especie no humana es primates no humanos, roedores, caninos, felinos, ovejas, cabras, vacas, 
caballos, un miembro de la familia de los camélidos, llama, camello, dromedario, o cerdo.

Se describen métodos para producir una colección de ácidos nucleicos, donde cada ácido nucleico codifica un 
dominio variable de la inmunoglobulina humana que incluye una pluralidad de secuencias de la región determinante 
de complementariedad 3 (CDR3) aisladas separadamente del repertorio del dominio variable de la inmunoglobulina35
de un ser humano. También se describen métodos para producir una colección de ácidos nucleicos, donde cada 
ácido nucleico codifica un dominio variable de la inmunoglobulina humana que incluye una pluralidad de secuencias 
de la región determinante de complementariedad 2 (CDR2) aisladas separadamente del repertorio del dominio 
variable de la inmunoglobulina de un ser humano. También se describen métodos para producir una colección de
ácidos nucleicos, donde cada ácido nucleico codifica un dominio variable de la inmunoglobulina humana que incluye40
una pluralidad de secuencias de la región determinante de complementariedad 1 (CDR1) aisladas separadamente 
del repertorio del dominio variable de la inmunoglobulina de un ser humano.

También se describen métodos para producir una colección de ácidos nucleicos, donde cada ácido nucleico codifica 
un dominio variable de la inmunoglobulina humana que incluye una pluralidad de secuencias de la región 
determinante de complementariedad 3 (CDR3) aisladas separadamente del repertorio del dominio variable de la 45
inmunoglobulina de una especie no humana.

Opcionalmente, estos métodos incluye las etapas de (a) proporcionar una pluralidad de secuencias de ácidos 
nucleicos de la estructura aceptora que codifican distintos dominios variables de inmunoglobulina humana, cada 
secuencia de ácidos nucleicos de la estructura aceptora que comprende una primera región estructural (FR1), una 
segunda región estructural (FR2), una tercera región estructural (FR3), y a cuarta región estructural (FR4), donde las 50
regiones FR1 y FR2 están intercaladas en una región determinante de complementariedad 1 (CDR1), las regiones 
FR2 y FR3 están intercaladas en una región determinante de complementariedad 2 (CDR2), y las regiones FR3 y 
FR4 están intercaladas en una secuencia de ácidos nucleicos de relleno que comprende al menos dos sitios de 
reconocimiento de la enzima de restricción Tipo IIs intercaladas por una secuencia de ácidos nucleicos aleatoria; (b) 
proporcionar una pluralidad de secuencias de ácidos nucleicos diversificadas que codifican secuencias de la región 55
determinante de complementariedad 3 (CDR3) aisladas del repertorio de inmunoglobulina de la especie de mamífero
donde cada una de la pluralidad de secuencias de ácidos nucleicos diversificadas comprende un sitio de 
reconocimiento de la enzimas de restricción Tipo IIs en cada extremidad; (c) digerir cada una de la pluralidad de 
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secuencias de ácidos nucleicos que codifican las regiones de CDR3 usando una enzima de restricción Tipo IIs que 
se une al sitio de reconocimiento de la enzima de restricción Tipo IIs de la etapa (b) y digerir la secuencia de ácidos 
nucleicos de relleno de la etapa (a) de la estructura aceptora usando una enzima de restricción Tipo IIs que se une 
al sitio de reconocimiento de la enzima de restricción Tipo IIs de la etapa (a); y (d) ligar las secuencias de ácidos 
nucleicos digeridas que codifican las regiones de CDR3 o las secuencias de aminoácidos de la etapa (c) en la5
estructura aceptora digerida de la etapa (c) ) de modo que las regiones FR3 y FR4 se intercalan en las secuencias
de ácidos nucleicos que codifican la región CDR3 o la secuencia de aminoácidos que puede cumplir el papel de una
región CDR3 y se restauran las secuencias que codifican un dominio variable de la inmunoglobulina completa que 
no contienen los sitios de reconocimiento de las enzimas de restricción Tipo IIs de las etapas (a) y (b). Estas etapas 
también se pueden realizar usando una pluralidad de secuencias de ácidos nucleicos diversificadas que codifican10
secuencias de la región determinante de complementariedad 2 (CDR2) aisladas del repertorio de inmunoglobulina 
de la especie de mamífero. Estas etapas también se pueden realizar usando una pluralidad de secuencias de ácidos 
nucleicos diversificadas que codifican secuencias de la región determinante de complementariedad 1 (CDR1) 
aisladas del repertorio de inmunoglobulina de la especie de mamífero.

La etapa (b) se puede realizar mediante la amplificación de la secuencia de CDR3 de una especie de mamífero15
usando cebadores de oligonucleótidos que contienen un sitio de restricción Tipo IIs. El cebador de oligonucleótido se 
puede diseñar para aumentar la compatibilidad entre la secuencia de CDR3 de mamífero y la estructura aceptora
que codifica un dominio variable de la inmunoglobulina humana. Opcionalmente, el cebador de oligonucleótido se 
diseña para modificar los límites de la secuencia de CDR3 de mamífero para permitir el ligamiento eficiente por 
medio de extremos cohesivos compatibles en la estructura aceptora que codifica un dominio variable de la 20
inmunoglobulina humana. Opcionalmente, las secuencias de ADN de mamífero que flanquean las regiones de CDR3
después de la escisión con las enzimas de restricción Tipo IIs podrían no generar extremos cohesivos compatibles 
con los extremos cohesivos de las estructuras aceptoras digeridas. En tales casos los oligonucleótidos usados para 
la amplificación se diseñan para modificar la secuencia de mamífero blanco de modo que después de la escisión con 
una enzima de restricción tipo IIs, los extremos cohesivos son compatibles y se puede producir un ligamiento 25
eficiente. Estas etapas también se pueden realizar mediante la amplificación de la secuencia de CDR2 de una 
especie de mamífero usando cebadores de oligonucleótidos que contienen un sitio de restricción Tipo IIs. Estas 
etapas también se pueden realizar mediante la amplificación de la secuencia de CDR1 de una especie de mamífero
usando cebadores de oligonucleótidos que contienen un sitio de restricción Tipo IIs.

La etapa (b) se puede realizar mediante la amplificación de la secuencia de CDR3 de una especie no humana30
usando cebadores de oligonucleótidos que contienen un sitio de restricción FOPI IIs. Estas etapas también se 
pueden realizar mediante la amplificación de la secuencia de CDR2 de una especie de mamífero usando los 
cebadores de oligonucleótidos que contienen un sitio de restricción FokI IIs. Estas etapas también se pueden 
realizar mediante la amplificación de la secuencia de CDR1 de una especie de mamífero usando cebadores de 
oligonucleótidos que contienen un sitio de restricción FokI IIs.35

Opcionalmente, los sitios de reconocimiento de las enzimas de restricción Tipo IIs de la etapa (a) y etapa (b) son 
reconocidas por una enzima de restricción Tipo II diferente. Opcionalmente, los sitios de reconocimiento de las 
enzimas de restricción Tipo IIs son sitios de reconocimiento BsmBI, sitios de reconocimiento BsaI, sitios de 
reconocimiento FokI o una combinación de los mismos.

Opcionalmente, las secuencias de ácidos nucleicos diversificadas que codifican secuencias CDR3 codifican las40
secuencias CDR3 de la cadena pesada (CDR H3). Opcionalmente, las secuencias de ácidos nucleicos diversificadas 
que codifican secuencias CDR3 codifican secuencias CDR3 (CDR L3) de cadena liviana.

Opcionalmente, las secuencias de ácidos nucleicos diversificadas que codifican secuencias de CDR2 codifican 
secuencias de CDR2 de cadena pesada (CDR H2). Opcionalmente, las secuencias de ácidos nucleicos 
diversificadas que codifican secuencias de CDR2 codifican secuencias de CDR2 de cadena liviana (CDR L2). 45
Opcionalmente, las secuencias de ácidos nucleicos diversificadas que codifican secuencias de CDR1 codifican 
secuencias de CDR1 de cadena pesada (CDR H1). Opcionalmente, las secuencias de ácidos nucleicos 
diversificadas que codifican secuencias de CDR1 codifican secuencias de CDR1 de cadena liviana (CDR L1).

Opcionalmente, la secuencia de ácidos nucleicos de la estructura aceptora incluye o se deriva de al menos una 
porción de una secuencia del gen variable de la cadena pesada humana seleccionada de VH1-2, VH1-69, VH1-18, 50
VH3-30, VH3-48, VH3-23, y VH5- 51. Opcionalmente, la secuencia de ácidos nucleicos de la estructura aceptora
incluye deriva de al menos una porción de una secuencia del gen variable de la cadena liviana kappa humana. Por 
ejemplo, la secuencia del gen variable de la cadena liviana kappa humana se selecciona de VK1-33, VK1-39, VK3-
11, VK3-15, y VK3-20. Opcionalmente, la secuencia de ácidos nucleicos de la estructura aceptora incluye o se 
deriva de al menos una porción de una secuencia del gen variable de la cadena liviana lambda humana. Por 55
ejemplo, la secuencia del gen variable de la cadena liviana lambda humana se selecciona de VL1-44 y VL1-51.

Opcionalmente, la pluralidad de secuencias de ácidos nucleicos de la estructura aceptora comprende una mezcla de
al menos una secuencia de ácidos nucleicos de la estructura aceptora de la cadena pesada (VH) variable y al menos
una secuencia de ácidos nucleicos de la estructura aceptora de la cadena liviana variable.
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Opcionalmente, los métodos descriptos en la presente también incluyen las etapas de (e) clonar la biblioteca de
ácidos nucleicos que codifica los dominios variables de la inmunoglobulina de la etapa (d) en un vector de expresión
y (f) transformar el vector de expresión de la etapa (e) en una célula huésped y cultivar la célula huésped en 
condiciones suficientes para expresar una pluralidad del dominio variable de la inmunoglobulina codificada por la
biblioteca. Opcionalmente, el vector de expresión es un vector de fagémido o fago. Opcionalmente, la célula 5
huésped es E. coli.

Se describen métodos para producir una colección de ácidos nucleicos, donde cada ácido nucleico codifica un 
dominio variable de la inmunoglobulina humana que incluye una pluralidad de secuencias de la región determinante 
de complementariedad 3 (CDR3) aisladas separadamente de dominios variables de la inmunoglobulina de un
mamífero no humano inmunizado o especie no humana. También se describen métodos para producir una colección 10
de ácidos nucleicos, donde cada ácido nucleico codifica un dominio variable de la inmunoglobulina humana que 
incluye una pluralidad de secuencias de la región determinante de complementariedad 2 (CDR2) aisladas
separadamente de dominios variables de la inmunoglobulina de un mamífero no humano inmunizado. También se 
describen métodos para producir una colección de ácidos nucleicos, donde cada ácido nucleico codifica un dominio
variable de la inmunoglobulina humana que incluye una pluralidad de secuencias de la región determinante de 15
complementariedad 1 (CDR 1) aisladas separadamente de dominios variables de la inmunoglobulina de un 
mamífero no humano inmunizado.

Opcionalmente, especie no humana es primates no humanos, roedores, caninos, felinos, ovejas, cabras, vacas, 
caballos, un miembro de la familia de los camélidos, llama, camello, dromedario, o cerdo.

Opcionalmente, los métodos incluyen las etapas de (a) proporcionar una pluralidad de secuencias de ácidos 20
nucleicos de la estructura aceptora que codifican distintos dominios variables de inmunoglobulina humana, cada 
secuencia de ácidos nucleicos de la estructura aceptora que comprenden una primera región estructural (FR1), una 
segunda región estructural (FR2), una tercera región estructural (FR3), y una cuarta región estructural (FR4), donde
las regiones FR1 y FR2 están intercaladas en una región determinante de complementariedad 1 (CDR1), las 
regiones FR2 y FR3 están intercaladas en una región determinante de complementariedad 2 (CDR2), y las regiones 25
FR3 y FR4 están intercaladas en una secuencia de ácidos nucleicos de relleno que comprende al menos dos sitios 
de reconocimiento de la enzima de restricción Tipo IIs intercalados por una secuencia de ácidos nucleicos aleatoria; 
(b) proporcionar una pluralidad de secuencias de ácidos nucleicos diversificadas que codifican secuencias de la 
región determinante de complementariedad 3 (CDR3) aisladas del mamífero no humano inmunizado donde cada 
una de la pluralidad de secuencias de ácidos nucleicos diversificadas comprende un sitio de reconocimiento de la 30
enzima de restricción Tipo IIs en cada extremidad; (c) digerir cada una de la pluralidad de secuencias de ácidos 
nucleicos que codifican las regiones de CDR3 usando una enzima de restricción Tipo IIs que se une al sitio de 
reconocimiento de la enzima de restricción Tipo IIs de la etapa (b) y digerir la secuencia de ácidos nucleicos de 
relleno de la etapa (a) de la estructura aceptora usando una enzima de restricción Tipo II que se une al sitio de 
reconocimiento de la enzima de restricción Tipo IIs de la etapa (a); y(d) ligar las secuencias de ácidos nucleicos 35
digeridas que codifican las regiones de CDR3 o las secuencias de aminoácidos de la etapa (c) en la estructura 
aceptora digerida de la etapa (c) de modo que las regiones FR3 y FR4 se intercalan en las secuencias de ácidos 
nucleicos que codifican la región CDR3 o la secuencia de aminoácidos que puede cumplir el papel de una región
CDR3 y se restauran las secuencias que codifican el dominio variable de la inmunoglobulina completa que no 
contienen los sitios de reconocimiento de la enzima de restricción Tipo IIs de las etapas (a) y (b). Estas etapas 40
también se pueden realizar usando una pluralidad de secuencias de ácidos nucleicos diversificadas que codifican
secuencias de la región determinante de complementariedad 2 (CDR2) aisladas del mamífero no humano 
inmunizado. Estas etapas también se pueden realizar usando una pluralidad de secuencias de ácidos nucleicos 
diversificadas que codifican secuencias de la región determinante de complementariedad 1 (CDR1) aisladas de del
mamífero no humano inmunizado.45

La etapa (b) se puede realizar mediante la amplificación de la secuencia de CDR3 del mamífero no humano 
inmunizado usando cebadores de oligonucleótidos que contienen un sitio de restricción Tipo IIs. Opcionalmente, el 
cebador de oligonucleótido se puede diseñar para aumentar la compatibilidad entre la secuencia de CDR3 de 
mamífero y la estructura aceptora que codifica un dominio variable de la inmunoglobulina humana. Opcionalmente, 
el cebador de oligonucleótido se diseña para modificar los límites de la secuencia de CDR3 de mamífero para 50
permitir el ligamiento eficiente por medio de extremos cohesivos compatibles en la estructura aceptora que codifica 
un dominio variable de la inmunoglobulina humana. Opcionalmente, las secuencias de ADN de mamífero que 
flanquean las regiones de CDR3 después de la escisión con las enzimas de restricción Tipo IIs podrían no generar 
extremos cohesivos compatibles con los extremos cohesivos de las estructuras aceptoras digeridas. En tales casos 
los oligonucleótidos usados para la amplificación se diseñan para modificar la secuencia de mamífero blanco de 55
modo que después de la escisión con una enzima de restricción tipo IIs, los extremos cohesivos son compatibles y 
se puede producir un ligamiento eficiente. Estas etapas también se pueden realizar mediante la amplificación de la 
secuencia de CDR2 de una especie de mamífero no humano inmunizado usando cebadores de oligonucleótidos que 
contienen un sitio de restricción Tipo IIs. Estas etapas también se pueden realizar mediante la amplificación de la 
secuencia de CDR1 de una especie de mamífero no humano inmunizado usando cebadores de oligonucleótidos que 60
contienen un sitio de restricción Tipo IIs.

Opcionalmente, la etapa (b) se realiza mediante la amplificación la secuencia de CDRH3 del mamífero no humano
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usando cebadores de oligonucleótidos que contienen un sitio de restricción FokI IIs. Estas etapas también se 
pueden realizar mediante la amplificación de la secuencia de CDR2 del mamífero no humano usando cebadores de 
oligonucleótidos que contienen a sitio de restricción FokI IIs. Estas etapas también se pueden realizar mediante la 
amplificación de la secuencia de CDR1 del mamífero no humano usando cebadores de oligonucleótidos que 
contienen a sitio de restricción FokI IIs.5

Opcionalmente, los sitios de reconocimiento de las enzimas de restricción Tipo IIs de la etapa (a) y etapa (b) son 
reconocidas por diferentes enzimas de restricción Tipo IIs. Opcionalmente, los sitios de reconocimiento de las 
enzimas de restricción Tipo IIs son sitios de reconocimiento BsmBI, sitios de reconocimiento BsaI, sitios de 
reconocimiento FokI o una combinación de los mismos.

Opcionalmente, las secuencias de ácidos nucleicos diversificadas que codifican secuencias CDR3 codifican 10
secuencias CDR3 de la cadena pesada (CDR H3). Opcionalmente, las secuencias de ácidos nucleicos diversificadas 
que codifican secuencias CDR3 codifican secuencias CDR3 de cadena liviana (CDR L3). Opcionalmente, las 
secuencias de ácidos nucleicos diversificadas que codifican secuencias de CDR2 codifican secuencias CDR2 de 
cadena pesada (CDR H2). Opcionalmente, las secuencias de ácidos nucleicos diversificadas que codifican
secuencias de CDR2 codifican secuencias de CDR2 de cadena liviana (CDR L2). Opcionalmente, las secuencias de 15
ácidos nucleicos diversificadas que codifican secuencias de CDR1 codifican secuencias de CDR1 de cadena pesada
(CDR H1). Las secuencias de ácidos nucleicos diversificadas que codifican secuencias de CDR1 codifican 
secuencias de CDR1 de cadena liviana (CDR L1).

Opcionalmente, la secuencia de ácidos nucleicos de la estructura aceptora incluye o se deriva de al menos una 
porción de una secuencia del gen variable de la cadena pesada humana seleccionada de VH1-2, VH1-69, VH1-18, 20
VH3-30, VH3-48, VH3-23, y VH5-51.

Opcionalmente, la secuencia de ácidos nucleicos de la estructura aceptora incluye o se deriva de al menos una 
porción de una secuencia del gen variable de la cadena liviana kappa humana. Por ejemplo, la secuencia del gen 
variable de la cadena liviana kappa humana se selecciona de VK1-33, VKI-39, VK3-11, VK3-15, y VK3-20. En 
algunas formas de realización, la secuencia de ácidos nucleicos de la estructura aceptora incluye o se deriva de al 25
menos una porción de una secuencia del gen variable de la cadena liviana lambda humana. Por ejemplo, la 
secuencia del gen variable de la cadena liviana lambda humana se selecciona de VL1-44 y VL1-51.

Opcionalmente, la pluralidad de secuencias de ácidos nucleicos de la estructura aceptora comprende una mezcla de
al menos una secuencia de ácidos nucleicos de la estructura aceptora de la cadena pesada (VH) variable y al menos
una secuencia de ácidos nucleicos de la estructura aceptora de la cadena liviana variable.30

Opcionalmente, los métodos también incluyen las etapas de (e) clonar la biblioteca de ácidos nucleicos que codifica
dominios variables de la inmunoglobulina de la etapa (d) en un vector de expresión y (1) transformar el vector de 
expresión de la etapa (e) en una célula huésped y cultivar la célula huésped en condiciones suficientes para 
expresar una pluralidad del dominio variable de la inmunoglobulina codificado por la biblioteca. Opcionalmente, la 
célula huésped es E. coli. Opcionalmente, el vector de expresión es un vector de fagémido o fago.35

Breve descripción de los dibujos

La Figura 1A es una representación esquemática de un dominio de la proteína con una estructura y bucles que 
proporcionan residuos de contacto con otra proteína o molécula. Varias situaciones se ilustran: Un dominio de 
proteína estable con regiones de bucles plegados apropiadamente; bucles plegados apropiadamente insertados en 
un dominio de estabilidad intrínseca limitada; un dominio de proteína intrínsecamente estable cuya estabilidad es 40
afectada por las regiones del bucle.

La Figura 1B es una representación esquemática de diferentes tipos de bancos de repertorios de proteína 
generados usando diferentes estrategias de diversificación.

La Figura 2 es una representación esquemática de una estructura aceptora de variable del anticuerpo. Se indican las 
regiones estructurales, CDRs y sitio de restricción tipo IIs-RM. 45

La Figura 3 es una representación esquemática de una estrategia usada para capturar secuencias de CDRH3 de 
repertorios naturales.

La Figura 4 es una representación esquemática de el beneficio de usar cebadores que contienen enzimas de 
restricción Tipo IIS-RM para la amplificación e inserción de las regiones de CDR naturales en las estructuras 
aceptoras.50

La Figura 5 es una ilustración que representa las secuencias del gen de línea germinal del dominio de cadena 
pesada y liviana seleccionado para la generación de estructuras aceptoras.

La Figura 6 es una representación esquemática de una estrategia de amplificación usada para la generación de
estructuras aceptoras mediante la adición a las secuencias de línea germinal de un fragmento de relleno y una 
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región FR4.

La Figura 7, panel superior, es una ilustración que representa el detalle de la secuencia de los fragmentos de relleno
la estructura aceptora de VH. Las secuencias de ADN reconocidas y escindidas por la enzima de restricción BsmBI 
están recuadradas en rojo y negro respectivamente y se indican en el panel inferior de la figura. El marco de lectura 
correspondiente a la secuencia variable del anticuerpo está subrayado.5

La Figura 8 es una ilustración que representa las secuencias de las estructuras aceptoras.

La Figura 9 es una representación esquemática del vector de pNDS1 solo o combinado con una región variable de la 
cadena pesada simulada o región variable de la cadena liviana simulada.

La Figura 10 es una tabla que representa las secuencias de las secuencias de CDRH3 que se recuperaron de una 
fuente de Adnc humana y se insertaron en las estructuras aceptoras humanas.10

La Figura 11 es una tabla que representa el diseño de las secuencias de CDR sintéticas para VH, VK y Vλ. Las 
posiciones están numeradas de acuerdo con el esquema de numeración de Kabat. Se indica la diversidad teórica 
del CDR usando una estrategia de diversificación de codón definida (NNS, DVK, NVT, TVP). Las estrategias 
adoptadas para la síntesis de VH CDR están recuadradas.

La Figura 12 es una representación esquemática de y detalle de secuencia de la inserción de CDR sintética en una 15
estructura aceptora.

La Figura 13 es una representación esquemática de las bancos primarias y la recombinación de cadena realizada 
para generar las bancos secundarias.

La Figura 14 es una representación esquemática de la generación de bancos de VH aceptoras combinada con las 
bancos de VL sintéticas y la captura de repertorios de CDRH3 de origen humano o no humano.20

La Figura 15 es una representación esquemática de la generación de la biblioteca MnA, MiB y MiC usando el 
repertorio de CDRH3 de ratones sin exposición previa o ratones inmunizados con hIFNγ o hCCL5/RANTES como 
una fuente de diversidad. El tamaño de las bancos se indica en los paneles superiores. Los paneles inferiores 
muestran la distribución de las longitudes de CDRH3 halladas en estas bancos.

La Figura 16 es una serie de gráficos que ilustran la titulación de salida del fago durante la selección contra hIFNγ 25
con las bancos secundarias AD1 y AEl.

La Figura 17 es una serie de gráficos que ilustran la titulación producida del fago durante la selección contra el 
anticuerpo monoclonal 5E3 con las bancos secundarias AD1 y AE1.

La Figura 18 es una serie de gráficos que ilustran la frecuencia de longitudes de CDR H3 halladas en las bancos de 
AEI y AD1 y después de tres rondas de selección contra el anticuerpo monoclonal 5E3. Se indica la distribución de 30
cada longitud de CDR H3 dentro de las diferentes familias de VH. Sin embargo, cuando CDR H3 tiene más de 16 
aminoácidos, las secuencias de 70 pb entregadas por la plataforma de secuenciación de Illumina no cubren 
suficientemente la secuencia estructural para identificar de forma inequívoca la familia VH1 y por lo tanto la familia 
VH se indica como indeterminada.

La Figura 19 es una serie de gráficos que ilustra la dosis respuesta de ELISA utilizando 6 preparaciones de scFv 35
purificadas contra anticuerpo 5E3 de ratón o un 1A6 irrelevante de ratón. Los siete clones codifican diferentes scFv. 
El clon A6 es un scFv específico para hIFNγ y fue utilizado como un control negativo.

La Figura 20 es un gráfico que ilustra dosis respuesta de ELISA de utilizando preparaciones de scFv purificadas
contra hIFNγ y en comparación con un scFv positivo específico para hIFNγ (A6).

La Figura 21 es un gráfico que representa el efecto inhibidor de preparaciones de scFv purificadas en un ensayo del 40
gen indicador de luciferasa dirigido por hIFNγ. La actividad neutralizante de los dos candidatos scFv (AD1R4P1A9 y 
AE14R3P2E4) se comparó con la actividad de un scFv de control positivo (G9) y un scFv control negativo (D11).

La Figura 22 es un gráfico que representa el efecto inhibidor de preparaciones de scFv purificadas en un ensayo de 
inducción de MHCII en respuesta a hIFNγ. La actividad neutralizante de los dos candidatos scFv (AD1R4P1A9 y 
AE14R3P2E4) se comparó con la actividad de un scFv control negativo (D11).45

La Figura 23 es una serie de gráficos que ilustran el efecto inhibidor de los dos candidatos AD1R4P1A9 y
AE14R3P2E4 con cambio de formato en IgG en un ensayo del gen indicador de luciferasa dirigido por hIFNγ. La 
actividad neutralizante de las dos Ig se comparó con la actividad de una IgG irrelevante dirigida contra RANTES 
humano (NI-0701).

La Figura 24 es una serie de gráficos que ilustran un ELISA de dosis respuesta usando IgG G11 y DA4 contra los 50
anticuerpos 5E3 de ratón, 5E3 de rata quimérico y los correspondientes isotipos de ratón y rata.
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La Figura 25 es una serie de gráficos que ilustran un ELISA para la detección de 5E3 de ratón en diferentes 
diluciones de suero de ratón usando IgG IgGs G11 y DA4 anti-idiotípicos como anticuerpos de captura

La Figura 26 es un gráfico que representa las relaciones de salida/entrada de fagos durante la selección contra 
hIFNγ con los bancos MnA y MiB.

La Figura 27 es un gráfico que representa las tasas de acierto obtenidas en una prueba de ELISA de scFv con 5
clones derivados de las bancos MNA, MiB y MiC después de cada ronda de selección en contra hIFNγ. El umbral se 
fijó a la mitad de la señal obtenida con el scFv de control A6.

La Figura 28 es un gráfico que representa la frecuencia de distribución de scFv que da diferentes niveles de señal en 
experimentos de unión contra hIFNγ obtenidos con clones derivados de los bancos MnA y MiB.

La Figura 29 es un gráfico que representa un ELISA de dosis respuesta usando preparaciones de scFv purificadas a 10
partir de los clones derivados de los bancos MnA y MiB contra hIFNγ y en comparación con un scFv específico 
positivo para hIFNγ (A6).

Descripción detallada de la invención

Los bancos de proteínas sintéticas y, en particular bancos de anticuerpos sintéticos son atractivos, ya que es posible 15
durante el proceso de generación de la biblioteca seleccionar los bloques de construcción que componen estas 
proteínas sintéticas e incluir las características deseadas. Una limitación importante, sin embargo, es que la 
aleatorización de porciones de estas proteínas sintéticas para generar una colección de variantes a menudo 
conduce a proteínas no funcionales y por lo tanto puede disminuir drásticamente el tamaño de la biblioteca funcional 
y su rendimiento. Otra limitación de la diversidad sintética es que el tamaño de la biblioteca necesario para cubrir la 20
diversidad teórica de las extensiones de aminoácidos aleatorizados no puede ser cubierto por las limitaciones 
prácticas. Incluso con sistemas de despliegue tales como despliegue en ribosomas se puede generar y muestrear 
una diversidad de 1013 a 1014 que puede cubrir máximamente la aleatorización completa de extensiones de 9 
aminoácidos. Debido a que el tamaño medio de CDR H3 natural (también denominado en la presente como CDR3 
de cadena pesada o VH CDR3) está por encima de 9 y puede ser más de 20 aminoácidos de longitud, la diversidad 25
sintética no es un enfoque viable para generar tales CDRs.

La combinación de los métodos utilizados generalmente para la manipulación de ADN y que se usan en el curso de 
la generación de una biblioteca de variantes de proteínas introduce errores en las secuencias de ADN. Estos errores 
pueden llevar a alteraciones en el marco de lectura del ADN que ya no codificará un polipéptido funcional. 
Típicamente, los bancos de anticuerpos generados utilizando el ensamblaje de fragmentos de ADN por PCR y/o 30
clonación de restricción contienen entre 15% y 45% de secuencias que no están en el marco de lectura correcto 
para la traducción de proteínas. Estos miembros de la biblioteca no funcionales pueden comprometer la eficiencia 
del proceso de selección e identificación de anticuerpos y por lo tanto se reconoce como una limitación en el campo. 
Los métodos descritos permiten una introducción más robusta de la diversidad en una biblioteca de anticuerpos 
mediante el uso de una estrategia de clonación alternativa. Típicamente, la frecuencia de secuencias en marco es 35
de aproximadamente 90%. Otra ventaja de la invención es que combina estructura variables de anticuerpo 
aceptoras seleccionadas con bucles de CDR que tienen una alta probabilidad de plegamiento correcto. Se permite la 
captura de CDRs largas que son difíciles de cubrir con los enfoques de aleatorización sintéticos. Además, los 
métodos descritos no emplean ninguna modificación dentro de la región codificadora de la variable de anticuerpo 
aceptor para la clonación de las secuencias diversificadas. Otra ventaja de este método es que varias fuentes de 40
diversidad se pueden capturar en el mismo conjunto de estructuras del anticuerpo aceptor. Estas fuentes incluyen, 
pero sin limitación: CDRs de anticuerpos naturales de origen humano u otro mamífero, CDR de anticuerpos de pollo, 
CDRs de moléculas tipo anticuerpos tales como VHH de camélidos, IgNARs de tiburones, bucles variables de 
receptores de células T. Además, las CDRs naturales se pueden derivar de animales no expuestos previamente o 
inmunizados. En este último caso, los CDR recuperadas se enriquecen en secuencias que estuvieron involucradas 45
en el reconocimiento del antígeno utilizado para la inmunización.

Una característica única de los métodos descriptos en la presente es la captura eficiente de las secuencias 
codificadoras de CDR3 de cadena pesada de las especies no humanas y su inserción en las estructura de la 
inmunoglobulina humana. Mediante el uso de estos métodos, en consecuencia es posible generar diferentes sitios 
de combinación del anticuerpo configurados por el repertorio CDRH3 capturado de otra especie y permitir el 50
muestreo de un espacio tridimensional diferente. Estos métodos permiten la generación de anticuerpos humanos 
con nuevas especificidades dirigidas a una variedad diferente de clases y epítopos blanco que los accesibles para 
un repertorio CDRH3 humano. Además, estos nuevos anticuerpos codifican estructuras humanas, así como las 
regiones CDR1 y CDR2 y por lo tanto son adecuados para la terapia humana.

En este método los dominios de la proteína seleccionados, ejemplificados en los dominios variables de anticuerpos, 55
son modificados por la introducción de una secuencia de relleno que servirá como un sitio de integración para las 
secuencias diversificadas. Después de la integración, el fragmento de relleno se elimina en su totalidad, de este 
modo deja intacta la región codificadora de la proteína aceptora y las proteínas fragmentos insertadas (es decir, las 
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CDRs). Este evento de integración está mediado por el uso de una enzima de restricción Tipo IIs que reconoce un 
sitio definido en la secuencia de ADN pero escinde el ADN a una distancia definida desde este sitio. Este enfoque 
tiene dos ventajas principales: (1) permite la digestión de las estructuras aceptoras sin afectar sus secuencias 
codificadoras (no hay necesidad de diseñar sitios de restricción silenciosos); y (2) permite la digestión y la clonación 
de secuencias diversificadas naturales que por definición no poseen sitios de restricción compatibles.5

Como se describió anteriormente, los intentos anteriores para generar bancos y/o despliegues de secuencias de 
anticuerpos difieren de los métodos proporcionados en la presente. Por ejemplo, algunos métodos requieren el 
injerto de cada CDR, tal como se describe por ejemplo por la Patente de Estados Unidos Nº 6.300.064, en la que los 
sitios de enzimas de restricción están manipulados genéticamente en el límite de cada CDR, no solo de la región 
CDR H3. En otros métodos, las secuencias de CDR procedentes de fuentes naturales se amplifican y se reordenan, 10
como se describe en, por ejemplo, la Patente de Estados Unidos Nº 6.989.250. En algunos métodos, tales como los 
descritos en la Publicación de Solicitud de Patente de Estados Unidos Nº 20060134098, las secuencias de un ratón 
(u otro mamífero) se añaden a una estructura humana, de modo tal que el anticuerpo resultante tiene las regiones 
CDR1 y CDR2 de origen murino y una región CDR3 de origen humano. Otros métodos, tales como los descritos en 
la Publicación de Solicitud de Patente de Estados Unidos Nº 20030232333, generan anticuerpos que tienen regiones 15
CDR1 y/o CDR1/CDR2 sintéticas junto con una región CDR3 natural. Sin embargo, estos métodos no proporcionan 
bancos que contienen regiones estructurales estables y CDRs plegadas correctamente.

Los métodos proporcionados en la presente diseñan estructuras aceptoras del anticuerpo por clonación de la 
diversidad. Se diseñó una estrategia para introducir diversidad en la CDR3 de los dominios del anticuerpo humano 
seleccionados que evita la modificación de la secuencia de la estructura original. La estrategia se basa en la 20
introducción fuera de la región codificadora de la inmunoglobulina de sitios de restricción de tipo IIs. Esta clase de 
enzimas de restricción reconoce una secuencia asimétrica e ininterrumpida de 4-7 pares de bases de pero escinde 
ADN a una distancia definida de hasta 20 bases independientemente de la secuencia de ADN encontrada en el sitio 
de escisión. Con el fin de aprovechar este sistema para la clonación de secuencias diversificadas en los estructuras 
seleccionados, se diseñaron estructuras aceptoras que contienen un fragmento de ADN de relleno, en lugar de la 25
CDR3, que incluye dos sitios de restricción de tipo IIs. Del mismo modo, las secuencias de ADN diversificadas se 
generan con secuencias flanqueantes que incluyen Tipo IIs. Con la condición de que los extremos cohesivos 
generados por las enzimas de restricción sean compatibles y que se mantenga el marco de lectura, los fragmentos 
de ADN se pueden ligar en la estructura aceptora y restaurar la CDR3 codificada en el nuevo contexto del estructura 
de anticuerpo aceptora (Figura 2).30

Los métodos proporcionados en la presente capturan la diversidad de CDR natural. La estrategia que se desarrolló 
para capturar fragmentos de proteínas de diversificados de forma natural as como fuente de diversidad también 
aprovecha las enzimas de restricción de tipo IIs. Como ejemplo, se diseñaron cebadores de oligonucleótidos 
específicos para las regiones flanqueantes de la secuencia de ADN que codifica la CDR H3 de las inmunoglobulinas, 
es decir, específicas para la FR3 y FR4 de la región variable. Estos oligonucleótidos contienen en su extremo 5 'un 35
sitio para una enzima de restricción Tipo IIS mientras que su porción 3' coincide con la secuencia de ADN específica. 
El sitio de la enzima de restricción utilizada es preferiblemente una enzima que escinde ADN lejos del sitio de 
reconocimiento de ADN, tal como FokI. Este es un elemento clave del método, ya que permite la amplificación 
eficiente de secuencias de ADN naturales, ya que mantiene una buena correspondencia entre el extremo 3 'del 
cebador y el ADN que flanquea la CDR H3, mientras que permite la escisión de la secuencia codificadora de CDRH3 40
por la escisión de ADN en el límite entre el CDR y las regiones estructurales (Figura 3). Esta escisión precisa de la 
secuencia codificadora de CDR es muy difícil usando enzimas Tipo II que escinden el ADN en su sitio de 
reconocimiento ya que el sitio de restricción correspondiente no está presente en las secuencias de ADN naturales y 
que la introducción de tales sitios durante la amplificación puede ser difícil debido a la escasa hibridación del 
cebador. En consecuencia, este método permite la amplificación de secuencias de proteínas diversificadas y su 45
inserción en cualquier estructura aceptora del anticuerpo, independientemente del origen de la diversidad 
amplificada (Figura 4).

El método de la invención produce una biblioteca de ácidos nucleicos, donde cada ácido nucleico codifica un
dominio variable de la inmunoglobulina al: (a) proporcionar una pluralidad de secuencias de ácidos nucleicos de la 
estructura aceptora que codifican dominios variables de la inmunoglobulina distintos, cada secuencia de ácidos 50
nucleicos de la estructura aceptora que incluye una primera región estructural (FR1), una segunda región estructural
(FR2), una tercera región estructural (FR3), y a cuarta región estructural (FR4), donde las regiones FR1 y FR2 están 
intercaladas en una región determinante de complementariedad 1 (CDR1), las regiones FR2 y FR3 están 
intercaladas en una región determinante de complementariedad 2 (CDR2), y las regiones FR3 y FR4 están 
intercaladas por una secuencia de ácidos nucleicos de relleno que contiene al menos dos sitios de reconocimiento 55
de la enzimas de restricción Tipo IIs intercalados por una secuencia de ácidos nucleicos aleatoria; (b) proporcionar 
una pluralidad de secuencias de ácidos nucleicos diversificadas que codifican las regiones de la región determinante 
de complementariedad 3 (CDR3) o que codifica secuencias de aminoácidos que pueden cumplir el papel de una 
región CDR3, donde cada una de la pluralidad de secuencias de ácidos nucleicos diversificadas incluye un sitio de 
reconocimiento de la enzima de restricción Tipo IIs en cada extremidad; (e) digerir cada una de la pluralidad de 60
secuencias de ácidos nucleicos que codifican las regiones de CDR3 o secuencias de aminoácidos que pueden 
cumplir el papel de una región CDR3 usando una enzima de restricción tipo IIs que se une al sitio de reconocimiento 
de la enzima de restricción Tipo IIs de la etapa (b) y digerir la secuencia de ácidos nucleicos de relleno de la etapa
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(a) de la estructura aceptora usando una enzima de restricción Tipo IIs que se une al sitio de reconocimiento de la 
enzima de restricción Tipo IIs de la etapa (a); y (d) ligar las secuencias de ácidos nucleicos digeridas que codifican 
las regiones de CDR3 o las secuencias de aminoácidos que pueden cumplir el papel de una región CDR3 de la 
etapa (c) en la estructura aceptora digerida de la etapa (c) de modo que las regiones FR3 y FR4 están intercaladas 
en las secuencias de ácidos nucleicos que codifican la región CDR3 o la secuencia de aminoácidos que puede5
cumplir el papel de una región CDR3 y se restauran las secuencias que codifican el dominio variable de la 
inmunoglobulina completa que no contienen los sitios de reconocimiento de las enzimas de restricción Tipo IIs de las 
etapas (a) y (b).

En algunas formas de realización, los sitios de reconocimiento de las enzimas de restricción Tipo IIs de la etapa (a) y
etapa (b) en el método expuesto anteriormente son reconocidas por una enzima de restricción Tipo II diferente. Por 10
ejemplo, en algunas formas de realización, los sitios de reconocimiento de las enzimas de restricción Tipo IIs son
sitios de reconocimiento BsmBI, sitios de reconocimiento BsaI, FokI sitios de reconocimiento o una combinación de 
los mismos.

En algunas formas de realización, la secuencia de ácidos nucleicos de la estructura aceptora deriva de una 
secuencia génica humana. Por ejemplo, en algunas formas de realización, la secuencia humana es una secuencia15
del gen variable de la cadena pesada humana o una secuencia derivada de una secuencia del gen variable de la 
cadena pesada humana. En algunas formas de realización, la secuencia del gen variable de la cadena pesada 
humana se selecciona de VH1-2, VH1-69, VH1-18, VH3-30, VH3- 48, VH3-23, y VH5-51.

En algunas formas de realización, la secuencia humana es una secuencia del gen variable de la cadena liviana 
kappa humana o una secuencia derivada de una secuencia del gen variable de la cadena liviana kappa humana. Por 20
ejemplo, en algunas formas de realización, la secuencia del gen variable de la cadena liviana kappa humana se 
selecciona de VH-33, VK1-39, VH-11, VK3-15, y VK3-20.

En algunas formas de realización, la secuencia humana es una secuencia del gen variable de la cadena liviana 
lambda humana o una secuencia derivada de una secuencia del gen variable de la cadena liviana lambda humana. 
Por ejemplo, en algunas formas de realización, la secuencia del gen variable de la cadena liviana lambda humana se 25
selecciona de VL1-44 y VL1-51.

En algunas formas de realización, la pluralidad de ácidos nucleicos diversificados incluye o se deriva de secuencias
seleccionadas de secuencias de CDR3 naturales, secuencias de Ig naturales de seres humanos, secuencias de Ig 
naturales de un mamífero, secuencias naturales de una región del bucle de un receptor de células T en un 
mamífero, y otras colecciones de polipéptidos diversificados naturales.30

En algunas formas de realización, la pluralidad de ácidos nucleicos diversificados codifica las regiones CDR3, y la 
pluralidad de ácidos nucleicos diversificados incluye o se deriva de secuencias de inmunoglobulina que se producen 
naturalmente en seres humanos que han sido expuestos a un inmunógeno particular o secuencias derivadas de 
animales que se han identificado como que han sido expuestos a un antígeno particular.

En algunas formas de realización, la pluralidad de ácidos nucleicos diversificados codifica secuencias de 35
aminoácidos que pueden cumplir el papel de una región CDR3, y la pluralidad de ácidos nucleicos diversificados
incluye secuencias sintéticas.

En algunas formas de realización, la pluralidad de secuencias de ácidos nucleicos de la estructura aceptora incluye
una mezcla de al menos una secuencia de ácidos nucleicos de la estructura aceptora de la cadena pesada (VH) 
variable y al menos una secuencia de ácidos nucleicos de la estructura aceptora de la cadena liviana variable.40

En algunas formas de realización, los métodos proporcionados en la presente también incluyen las etapas de (e) 
clonar la biblioteca de ácidos nucleicos que codifica dominios variables de la inmunoglobulina de la etapa (d) en un 
vector de expresión y (f) transformar el vector de expresión de la etapa (e) en una célula huésped y cultivar la célula
huésped en condiciones suficientes para expresar una pluralidad del dominio variable de la inmunoglobulina
codificado por la biblioteca.45

En algunas formas de realización, la célula huésped es E. coli. En algunas formas de realización, el vector de 
expresión es un vector fagémido.

Los métodos proporcionados en la presente generan o producen de otro modo un anticuerpo específico del blanco, 
región variable del anticuerpo o una porción de los mismos, al: (a) proporcionar una pluralidad de secuencias de 
ácidos nucleicos de la estructura aceptora que codifican distintos dominios variables de la inmunoglobulina, cada 50
secuencia de ácidos nucleicos de la estructura aceptora que incluye una primera región estructural (FR1), una 
segunda región estructural (FR2), una tercera región estructural (FR3), y a cuarta región estructural (FR4), donde las 
regiones FR1 y FR2 están intercaladas en una región determinante de complementariedad 1 (CDR1), las regiones 
FR2 y FR3 están intercaladas en una región determinante de complementariedad 2 (CDR2), y las regiones FR3 y 
FR4 están intercaladas en una secuencia de ácidos nucleicos de relleno que tienen al menos dos sitios de 55
reconocimiento de la enzima de restricción Tipo IIs intercalados por una secuencia de ácidos nucleicos aleatoria; (b) 
proporcionar una pluralidad de secuencias de ácidos nucleicos diversificadas que codifican las regiones de la región 
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determinante de complementariedad 3 (CDR3) o que codifica secuencias de aminoácidos que pueden cumplir el 
papel de una región CDR3, donde cada una de la pluralidad de secuencias de ácidos nucleicos diversificadas
incluye un sitio de reconocimiento de la enzima de restricción Tipo IIs en cada extremidad; (c) digerir cada una de la
pluralidad de secuencias de ácidos nucleicos que codifican las regiones de CDR3 o secuencias de aminoácidos que 
pueden cumplir el papel de una región CDR3 usando una enzima de restricción Tipo II que se une al sitio de 5
reconocimiento de la enzima de restricción Tipo IIs de la etapa (b) y digerir la secuencia de ácidos nucleicos de 
relleno de la etapa (a) de la estructura aceptora usando una enzima de restricción Tipo II que se une al sitio de 
reconocimiento de la enzima de restricción Tipo IIs de la etapa (a); (d) ligar las secuencias de ácidos nucleicos 
digeridas que codifican las regiones de CDR3 o las secuencias de aminoácidos que pueden cumplir el papel de una 
región CDR3 de la etapa (c) en la estructura aceptora digerida de la etapa (c) de modo que las regiones FR3 y FR410
se intercalan en las secuencias de ácidos nucleicos que codifican la región CDR3 o la secuencia de aminoácidos 
que puede cumplir el papel de una región CDR3 y se restauran las secuencias que codifican el dominio variable de 
la inmunoglobulina completa que no contienen los sitios de reconocimiento de las enzimas de restricción Tipo IIs de 
las etapas (a) y (b); (e) clonar la biblioteca de ácidos nucleicos que codifica dominios variables de la inmunoglobulina
de la etapa (d) en un vector de expresión; (f) transformar el vector de expresión de la etapa (e) en una célula15
huésped y cultivar la célula huésped en condiciones suficientes para expresar una pluralidad de dominios variables 
de la inmunoglobulina codificados por la biblioteca; (g) poner en contacto la pluralidad de los dominios de 
inmunoglobulina de la etapa (f) con un antígeno blanco; y (h) determinar cuáles secuencias que codifican el dominio 
variable de la inmunoglobulina se unen al antígeno blanco.

En algunas formas de realización, la secuencia de ácidos nucleicos de la estructura aceptora deriva de una 20
secuencia génica humana. Por ejemplo, en algunas formas de realización, la secuencia humana es una secuencia
del gen variable de la cadena pesada humana o una secuencia derivada de una secuencia del gen variable de la 
cadena pesada humana. Por ejemplo, en algunas formas de realización, la secuencia del gen variable de la cadena 
pesada humana se selecciona de VH1-2, VH1-69, VH1-18, VH3-30, VH3-48, VH3-23, y VH5-51.

En algunas formas de realización, la secuencia humana es una secuencia del gen variable de la cadena liviana 25
kappa humana o una secuencia derivada de una secuencia del gen variable de la cadena liviana kappa humana. Por 
ejemplo, en algunas formas de realización, la secuencia del gen variable de la cadena liviana kappa humana se 
selecciona de VK1-33, VKI-39, VK3-11, VK3-15, y VK3-20.

En algunas formas de realización, la secuencia humana es una secuencia del gen variable de la cadena liviana 
lambda humana o una secuencia derivada de una secuencia del gen variable de la cadena liviana lambda humana. 30
Por ejemplo, en algunas formas de realización, la secuencia del gen variable de la cadena liviana lambda humana se 
selecciona de VL1-44 y VL1-51.

En algunas formas de realización, la pluralidad de ácidos nucleicos diversificados incluye o se deriva de secuencias
seleccionadas de secuencias de CDR3 naturales, secuencias de Ig naturales de seres humanos, secuencias de Ig 
naturales de un mamífero, secuencias naturales de una región del bucle de un receptor de células T en un 35
mamífero, y otras colecciones de polipéptidos diversificados naturales.

En algunas formas de realización, la pluralidad de ácidos nucleicos diversificados codifica las regiones CDR3, y la 
pluralidad de ácidos nucleicos diversificados incluye o se deriva de secuencias de inmunoglobulina que se producen 
naturalmente en seres humanos que han sido expuestos a un inmunógeno particular o secuencias derivadas de 
animales que se han identificado como que han sido expuestos a un antígeno particular.40

En algunas formas de realización, la pluralidad de ácidos nucleicos diversificados codifica secuencias de 
aminoácidos que pueden cumplir el papel de una región CDR3, y la pluralidad de ácidos nucleicos diversificados
incluye secuencias sintéticas.

A menos que se defina lo contrario, los términos científicos y técnicos utilizados en relación con la presente 
invención tendrán los significados que son comúnmente entendidos por los expertos en la técnica. Además, a menos 45
que sea requerido de otro modo por el contexto, los términos singulares incluirán pluralidades y los términos plurales 
incluirán el singular. Generalmente, las nomenclaturas utilizadas en relación con, y técnicas de, cultivo celular y 
tisular, biología molecular, y química de proteínas y oligo o polinucleótidos e hibridación descriptas en la presente 
son bien conocidos y comúnmente usados en la técnica. Se utilizan técnicas estándar para ADN recombinante, 
síntesis de oligonucleótidos, y el cultivo de tejidos y transformación (por ejemplo, electroporación, lipofección). Las 50
reacciones enzimáticas y técnicas de purificación se realizan de acuerdo con las especificaciones del fabricante o 
como comúnmente se logran en la técnica o como se describe en la presente. Las técnicas y procedimientos 
anteriores se realizan generalmente de acuerdo con métodos convencionales bien conocidos en la técnica y como 
se describen en diversas referencias generales y más específicas que se citan y discuten a lo largo de la presente 
memoria descriptiva. Ver, por ejemplo, Sambrook et al. Molecular Cloning: A Laboratory Manual (2d ed., Cold Spring 55
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. (1989)). Las nomenclaturas utilizadas en relación con, y los 
procedimientos y técnicas de laboratorio, química analítica, química orgánica de síntesis y química medicinal y 
farmacéutica que se describen en la presente son bien conocidos y comúnmente utilizados en la materia. Se usan 
técnicas convencionales para síntesis químicas, análisis químicos, preparación farmacéutica, formulación, y 
administración y tratamiento de los pacientes.60
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Tal como se utiliza de acuerdo con la presente descripción, se entenderá que los siguientes términos, a menos que 
se indique otra cosa, tienen los siguientes significados:

Como se usa en la presente, el término "anticuerpo" se refiere a moléculas de inmunoglobulina y porciones 
inmunológicamente activas de moléculas de inmunoglobulina (Ig), es decir, moléculas que contienen un sitio de 
unión al antígeno que se une específicamente (inmunorreacciona con) un antígeno. Por "unir específicamente" o 5
"inmunorreacciona con" o "unir inmunoespecíficamente" se entiende que el anticuerpo reacciona con uno o más 
determinantes antigénicos del antígeno deseado y no reacciona con otros polipéptidos o se une con afinidad mucho 
menor (Ka> 10-6). Los anticuerpos incluyen, pero sin limitación, policlonales, monoclonales, quiméricos, dAb 
(anticuerpo de dominio), de cadena simple, fragmentos Fab, Fab' y F (ab')2, scFv, y una biblioteca de expresión Fab.

La unidad estructural básica del anticuerpo es conocida por comprender un tetrámero. Cada tetrámero se compone 10
de dos pares idénticos de cadenas de polipéptidos, cada par tiene una cadena "liviana" (aproximadamente 25 kDa) y 
una "pesada" (aproximadamente 50 a 70 kDa). La porción amino-terminal de cada cadena incluye una región 
variable de aproximadamente 100 a 110 o más aminoácidos principalmente responsables del reconocimiento de 
antígeno. La porción carboxi-terminal de cada cadena define una región constante responsable principalmente de la 
función efectora. En general, las moléculas de anticuerpos obtenidos a partir de seres humanos se refieren a 15
cualquiera de las clases IgG, IgM, IgA, IgE e IgD, que difieren entre sí por la naturaleza de la cadena pesada 
presente en la molécula. Ciertas clases tienen subclases, así, tal como IgG1, IgG2, y otros. Además, en los seres 
humanos, la cadena liviana puede ser una cadena kappa o una cadena lambda.

La expresión "anticuerpo monoclonal" (mAb) o "composición de anticuerpo monoclonal", como se usa en la 
presente, se refiere a una población de moléculas de anticuerpo que contienen solo una especie molecular de 20
molécula de anticuerpo que consiste en un producto de gen de cadena liviana única y un producto de gen de cadena 
pesada única. En particular, las regiones determinantes de complementariedad (CDRs) del anticuerpo monoclonal 
son idénticas en todas las moléculas de la población. Los MAbs contienen un sitio de unión al antígeno capaz de 
inmunorreaccionar con un epítopo particular del antígeno caracterizado por una afinidad de unión única por este. El 
término "sitio de unión al antígeno," o "porción de unión" se refiere a la parte de la molécula de inmunoglobulina que 25
participa en la unión al antígeno. El sitio de unión de antígeno está formado por residuos de aminoácidos de las 
regiones variables N-terminal ("V") de la cadenas pesada ("H") y liviana ("L"). Tres extensiones altamente 
divergentes dentro de las regiones V de las cadenas pesadas y livianas, denominadas como "regiones 
hipervariables", se "regiones estructurales" o "FR". Por lo tanto, el término "FR" se refiere a secuencias de 
aminoácidos que se encuentran naturalmente entre, y adyacentes a, las regiones hipervariables en 30
inmunoglobulinas. En una molécula de anticuerpo, las tres regiones hipervariables de una cadena liviana y las tres 
regiones hipervariables de una cadena pesada se disponen una respecto al otro en un espacio tridimensional para 
formar una superficie de unión al antígeno. La superficie de unión a antígeno es complementaria a la superficie 
tridimensional de un antígeno unido, y las tres regiones hipervariables de cada una de las cadenas pesadas y 
livianas se denominan como "regiones determinantes de complementariedad" o "CDR". La asignación de 35
aminoácidos a cada dominio está de acuerdo con las definiciones de Kabat Sequences of Proteins of Immunological 
Interest (National Institutes of Health, Bethesda, Md. (1987 y 1991)), o Chothia & Lesk J. Mol. Biol. 196:901-917 
(1987), Chothia et al. Nature 342:878-883 (1989).

Como se usa en la presente, el término “epítopo" incluye cualquier determinante proteico capaz de unirse a una 
inmunoglobulina, un scFv o un receptor de células T específico. El término "epítopo" incluye cualquier determinante 40
proteico capaz de unirse específicamente a una inmunoglobulina o receptor de células T. Los determinantes 
epitópicos consisten habitualmente en agrupaciones superficiales químicamente activas de moléculas tales como 
cadenas laterales de aminoácidos o azúcar y normalmente tienen características estructurales tridimensionales 
específicas, así como características de carga específicas. Por ejemplo, se pueden generar anticuerpos contra los 
péptidos N-terminales o C-terminales de un polipéptido. Se dice que un anticuerpo se une específicamente a un 45
antígeno cuando la constante de disociación es <1 μM; por ejemplo, ≤ 100 nM, con preferencia ≤ 10 nM y con 
máxima preferencia ≤ 1 nM.

Como se usa en la presente, los términos "unión inmunológica" y "propiedades de unión inmunológica" se refieren a 
las interacciones no covalentes del tipo que se producen entre una molécula de inmunoglobulina y un antígeno para 
el cual la inmunoglobulina es específica. La fuerza, o afinidad de las interacciones de unión inmunológicas se 50
pueden expresar en términos de la constante de disociación (Kd) de la interacción, en la que una Kd menor 
representa una afinidad mayor. Las propiedades de unión inmunológica de los polipéptidos seleccionados se pueden 
cuantificar usando métodos bien conocidos en la técnica. Uno de tales métodos implica la medición de las tasas de 
formación y disociación del sitio de unión al antígeno/complejo de antígeno, donde estas tasas dependen de las 
concentraciones de los compañeros del complejo, la afinidad de la interacción y los parámetros geométricos que 55
influyen igualmente en la tasa en ambas direcciones. En consecuencia la "constante de asociación" (Kon) y la 
"constante de disociación" (Koff) se pueden determinar mediante el cálculo de las concentraciones y las tasas reales 
de asociación y disociación. (Ver Nature 361: 186-87 (1993)). La relación de Koff/Kon permite la cancelación de todos 
los parámetros no relacionados con afinidad, y es igual a la constante de disociación Kd. (Ver, en general, Davies et 
al (1990) Annual Rev Biochem. 59: 439-473). Se dice que un anticuerpo de la presente invención se une60
específicamente a su blanco, cuando la constante de unión (Kd) de equilibrio es ≤ 1 μM, por ejemplo, ≤ 100 nM, con 
preferencia ≤ 10 nM, y con más preferencia ≤ 1 nM, como se mide por ensayos tales como ensayos de unión de 
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radioligando o ensayos similares conocidos por los expertos en la técnica.

El término "polinucleótido aislado" como se usa en la presente, significará un polinucleótido de origen genómico, 
ADNc, o sintético o alguna combinación de los mismos, que en virtud de su origen el "polinucleótido aislado" (1) no 
está asociado con la totalidad o una porción de un polinucleótido en el que el "polinucleótido aislado" se encuentra 
en la naturaleza, (2) está unido operativamente a un polinucleótido al que no está unido en la naturaleza, o (3) no se 5
produce en la naturaleza como parte de una secuencia más grande. Los polinucleótidos de acuerdo con la invención 
incluyen las moléculas de ácido nucleico que codifican moléculas de inmunoglobulina de la cadena pesada, y 
moléculas de ácido nucleico que codifican las moléculas de inmunoglobulina de cadena liviana descriptas en la 
presente.

El término "proteína aislada" mencionado en la presente significa una proteína de ADNc, ARN recombinante u origen 10
sintético o alguna combinación de los mismos, en virtud de su origen, o fuente de derivación, la "proteína aislada" (1) 
no está asociada con proteínas que se encuentran en la naturaleza, (2) está libre de otras proteínas de la misma 
fuente, por ejemplo, libre de proteínas marinas, (3) se expresa en una célula de una especie diferente, o (4) no se 
produce en la naturaleza.

El término "polipéptido" se usa en la presente como un término genérico para referirse a proteína nativa, fragmentos, 15
o análogos de una secuencia polipeptídica. Por lo tanto, los fragmentos de proteína nativa, y análogos son especies 
del género polipéptido. Los polipéptidos de acuerdo con la invención comprenden las moléculas de inmunoglobulina 
de cadena pesada, y las moléculas de inmunoglobulina de cadena liviana descriptas en la presente, así como 
moléculas de anticuerpo formadas por combinaciones que comprenden las moléculas de inmunoglobulina de 
cadena pesada con moléculas de inmunoglobulina de cadena liviana, tales como moléculas de inmunoglobulina de 20
cadena liviana kappa y viceversa, así como fragmentos y análogos de los mismos.

El término "natural" como se usa en la presente tal aplicado a un objeto se refiere al hecho de que un objeto se 
puede hallar en la naturaleza. Por ejemplo, una secuencia de polipéptidos o polinucleótidos que está presente en un 
organismo (incluyendo virus) que puede aislarse de una fuente en la naturaleza y que no ha sido modificado 
intencionadamente por el hombre en el laboratorio o de otro modo es natural.25

El término "unido operativamente" como se usa en la presente se refiere a que las posiciones de los componentes 
así descriptos están en una relación que les permite funcionar de la manera pretendida. Una secuencia de control 
"unida operativamente" a una secuencia codificadora está ligada de tal manera que se obtiene la expresión de la 
secuencia codificadora en condiciones compatibles con las secuencias de control.

El término "secuencia de control", como se usa en la presente, se refiere a secuencias de polinucleótidos que son 30
necesarias para efectuar la expresión y el procesamiento de secuencias codificadoras a las que están ligadas. La 
naturaleza de tales secuencias de control difiere de acuerdo con el organismo huésped en procariotas, tales 
secuencias de control generalmente incluyen promotor, sitio de unión ribosomal, y secuencia de terminación de la 
transcripción en eucariotas, generalmente, tales secuencias de control incluyen promotores y secuencia de 
terminación de la transcripción. El término "secuencias de control" pretende incluir, como mínimo, todos los 35
componentes cuya presencia es esencial para la expresión y procesamiento, y también puede incluir componentes 
adicionales cuya presencia es ventajosa, por ejemplo, secuencias líder y secuencias de compañeros de fusión. El 
término "polinucleótido" como se refiere en la presente significa una boro polimérico de nucleótidos de al menos 10 
bases de longitud, sean ribonucleótidos o desoxinucleótidos o una forma modificada de cualquier tipo de nucleótido. 
El término incluye formas de ADN de cadena simple y doble.40

Como se usa en la presente, los veinte aminoácidos convencionales y sus abreviaturas siguen el uso convencional. 
Ver Immunology - A Synthesis (2nd Edition, E.S. Golub y D.R. Gren, Eds., Sinauer Associates, Sunderland Mass. 
(1991)). Los estereoisómeros (por ejemplo, D- aminoácidos) de los veinte aminoácidos convencionales, aminoácidos 
no naturales tales , ycarboxyglutamate, ε-N,N,N-trimetillisina, ε-N-acetillisina, O-fosfoserinae, N-acetilseina, N-
formilmetionina, 3-metilhistidina, 5-hidroxilisina, σ-N-metilarginina, y otros aminoácidos similares e imino ácidos (por 45
ejemplo, 4- hidroxiprolina). En la notación de polipéptidos usada en la presente, la dirección izquierda es la dirección 
amino terminal y la dirección derecha es la dirección carboxi-terminal, de acuerdo con la convención y el uso 
estándar.

Como se aplica a polipéptidos, el término "identidad sustancial" significa que dos secuencias peptídicas, cuando se 
alinean óptimamente, tales como mediante los programas GAP o BESTFIT usando ponderaciones de brecha 50
predeterminadas, comparten al menos 80 por ciento de identidad de secuencia, con preferencia al menos 90 por 
ciento de identidad de secuencia, con más preferencia al menos 95 por ciento de identidad de secuencia, y con 
máxima preferencia al menos 99 por ciento de identidad de secuencia.

Con preferencia, las posiciones de residuos que no son idénticas difieren en las sustituciones conservadoras de 
aminoácidos.55

Las sustituciones conservadoras de aminoácidos se refieren a la capacidad de intercambio de los residuos que 
tienen cadenas laterales similares. Por ejemplo, un grupo de aminoácidos que tienen cadenas laterales alifáticas es 
glicina, alanina, valina, leucina, e isoleucina; un grupo de aminoácidos que tienen cadenas laterales alifáticas-
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hidroxilo es serina y treonina; un grupo de aminoácidos que tienen cadenas laterales que contienen amida es 
asparagina y glutamina; un grupo de aminoácidos que tienen cadenas laterales aromáticas es fenilalanina, tirosina, y 
triptofano; un grupo de aminoácidos que tienen cadenas laterales básicas es lisina, arginina, e histidina; y un grupo 
de aminoácidos que tienen cadenas laterales que contienen azufre es cisteína y metionina. Los grupos de
sustitución de aminoácidos conservadores preferidos son: valina-leucina-isoleucina, fenilalanina-tirosina, lisina-5
arginina, valina alanina, glutámico-aspártico, y asparagina-glutamina.

Como se discute en la presente, se contemplan variaciones menores en las secuencias de aminoácidos de 
anticuerpos o moléculas de inmunoglobulina como comprendidas por la presente invención, siempre que las 
variaciones en la secuencia de aminoácidos mantengan al menos el 75%, con más preferencia al menos 80%, 90% , 
95%, y con máxima preferencia 99%. En particular, se contemplan las sustituciones conservadoras de aminoácidos. 10
Las sustituciones conservativas son aquellas que tienen lugar dentro de una familia de aminoácidos que están 
relacionados en sus cadenas laterales. Los aminoácidos codificados genéticamente se dividen generalmente en 
familias: (1) aminoácidos ácidos son aspartato, glutamato; (2) aminoácidos básicos son la lisina, arginina, histidina; 
(3) aminoácidos no polares son alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina, metionina, triptofano, y (4) 
aminoácidos polares no cargados son glicina, asparagina, glutamina, cisteína, serina, treonina, tirosina. Los 15
aminoácidos hidrófilos incluyen arginina, asparagina, aspartato, glutamina, glutamato, histidina, lisina, serina y 
treonina. Los aminoácidos hidrófobos incluyen alanina, cisteína, isoleucina, leucina, metionina, fenilalanina, prolina, 
triptofano, tirosina y valina. Otras familias de aminoácidos incluyen (i) serina y treonina, que son la familia hidroxi-
alifática; (ii) asparagina y glutamina, que son la familia que contiene amida; (iii) alanina, valina, leucina e isoleucina, 
que son la familia alifática; y (iv) fenilalanina, triptofano, y tirosina, que son la familia aromática. Por ejemplo, es 20
razonable esperar que un reemplazo aislado de una leucina con una isoleucina o valina, un aspartato con un 
glutamato, una treonina con una serina, o un reemplazo similar de un aminoácido con un aminoácido 
estructuralmente relacionado no tendrá un efecto importante sobre la unión o las propiedades de la molécula 
resultante, especialmente si el reemplazo no implica un aminoácido dentro del sitio estructural. Si un cambio de 
aminoácido produce un péptido funcional se puede determinar fácilmente mediante el ensayo de la actividad 25
específica del derivado de polipéptido. Los ensayos se describen en detalle en la presente. Los fragmentos o 
análogos de anticuerpos o normales en la técnica. Los extremos terminales carboxi y amino preferidos de los
fragmentos o análogos se producen cerca de los límites de los dominios funcionales. Los dominios estructurales y 
funcionales se pueden identificar por comparación de los datos de secuencia de nucleótidos y/o aminoácidos con las
bases de datos de secuencias públicas o privadas. Con preferencia, se usan métodos de comparación 30
computarizados para identificar motivos de secuencia o dominios de conformación de proteína predichos que se 
producen en otras proteínas de estructura y/o función conocida. Los métodos para identificar secuencias de 
proteínas que se pliegan en una estructura tridimensional conocida son conocidos. Bowie et al. Science 253: 164 
(1991). Por lo tanto, los ejemplos anteriores demuestran que los expertos en la técnica pueden reconocer motivos de 
secuencia y conformaciones estructurales que se pueden usar para definir dominios estructurales y funcionales de 35
acuerdo con la invención.

Las sustituciones de aminoácidos preferidas son aquellas que: (1) reducen la susceptibilidad a la proteólisis, (2) 
reducen la susceptibilidad a la oxidación, (3) alteran la afinidad de unión para formar complejos de proteínas, (4) 
alteran las afinidades de unión, y (4) confieren o modifican otras propiedades fisicoquímicas o funcionales de dichos 
análogos. Los análogos pueden incluir diversas muteínas de una secuencia distinta de la secuencia peptídica 40
natural. Por ejemplo, las sustituciones de aminoácidos únicas o múltiples (con preferencia sustituciones 
conservadoras de aminoácidos) se pueden realizar en la secuencia natural (con preferencia en la porción del 
polipéptido fuera del dominio (s) que forman los contactos intermoleculares. Una sustitución conservadora de 
aminoácidos no debería cambiar sustancialmente las características estructurales de la secuencia original (por 
ejemplo, un reemplazo de aminoácido no debería tender a romper una hélice que aparece en la secuencia original, o 45
alterar otros tipos de estructura secundaria que caracteriza a la secuencia original). Los ejemplos de estructuras 
secundarias y terciarias de polipéptidos reconocidas en la técnica se Proteins, Structures y Molecular Principles 
(Creighton, Ed., W. H. Freeman y Company, New York (1984)); Introduction to Protein Structure (C. Branden y J. 
Tooze, eds., Garland Publishing, New York, N.Y. (1991)); y Thornton et at. Nature 354:105 (1991).

Como se usa en la presente, los términos "marca" o "marcado" se refiere a la incorporación de un marcador 50
detectable, por ejemplo, mediante la incorporación de aminoácido radiomarcado o unión a un polipéptido de restos 
biotinilo que se puede detectar mediante avidina marcada (por ejemplo, un marcador fluorescente que contiene 
estreptavidina o actividad enzimática que puede detectarse por métodos ópticos o colorimétricos). En ciertas
situaciones, la marca o marcador también pueden ser terapéuticon. Varios métodos de marcación de polipéptidos y 
glicoproteínas son conocidos en la técnica y se pueden usar. Los ejemplos de marcadores para polipéptidos 55
incluyen, pero sin limitación siguientes:

radioisótopos o radionúclidos (por ejemplo, 3H, 14C, 15N, 35S, 90Y, 99Tc, 125I, 131I), marcas fluorescentes (por ejemplo, 
FITC, rodamina, fósforos de lantánidos), marcadores enzimáticos (por ejemplo, peroxidasa de rábano p-
galactosidasa, luciferasa, fosfatasa alcalina ), quimioluminiscente, grupos biotinilo, epítopos polipeptídicos 
predeterminados reconocidos por un indicador secundario (por ejemplo, secuencias de pares de cierre de leucina, 60
sitios de unión para anticuerpos secundarios, dominios de unión a metal, marcas de epítopo). En algunas formas de 
realización, los marcadores se unen mediante ramas espaciadoras de diversas longitudes para reducir el potencial 
impedimento estérico. El término "agente farmacéutico o fármaco" como se usa en la presente, se refiere a un 
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compuesto químico o composición capaz de inducir un efecto terapéutico deseado cuando se administra 
adecuadamente a un paciente.

Otros términos químicos en la presente memoria se utilizan según el uso convencional en la técnica, como se 
ejemplifica por McGraw-Hill Dictionary of Chemical Terms (Parker, S., Ed., McGraw-Hill, San. Francisco (1985)).

Como se usa en la presente, "sustancialmente puro" significa que una especie objeto es la especie predominante 5
presente (es decir, sobre una base molar es más abundante que cualquier otra especie individual en la 
composición), y con preferencia una fracción sustancialmente purificada es una composición en la que la especie 
objeto comprende al menos aproximadamente 50 por ciento (sobre una base molar) de todas las especies 
macromoleculares presentes.

Generalmente, una composición sustancialmente pura comprenderá más de aproximadamente el 80 por ciento de 10
todas las especies macromoleculares presentes en la composición, con preferencia de aproximadamente 85%, 90%, 
95%, y 99%. Con máxima preferencia, la especie objeto se purifica hasta homogeneidad esencial (especies 
contaminantes no pueden detectarse en la composición mediante métodos de detección convencionales) donde la 
composición consiste esencialmente en una especie macromolecular única.

El término paciente incluye sujetos humanos y veterinarios.15

Los anticuerpos se purifican mediante técnicas bien conocidas, tales como cromatografía de afinidad usando 
proteína A o proteína G, que proporcionan principalmente la fracción IgG del suero inmune. Posteriormente, o de 
forma alternativa, el antígeno específico que es el blanco de la inmunoglobulina buscada, o un epítopo de este, se 
puede inmovilizar en una columna para purificar el anticuerpo específico inmune mediante cromatografía de 
inmunoafinidad. Se discute purificación de inmunoglobulinas, por ejemplo, por D. Wilkinson (The Scientist, published 20
by The Scientist, Inc., Philadelphia PA, Vol. 14, No. 8 (April 17, 2000), pp. 25-28).

La invención se describirá adicionalmente en los siguientes ejemplos, que no limitan el alcance de la invención 
descripta en las reivindicaciones.

EJEMPLOS25

EJEMPLO 1: Clonación de genes de línea germinal variable de la inmunoglobulina.

Siete genes de la línea germinal variable de cadena pesada humana (VH1-2, VH1-69, VH1-18, VH3-30, VH3-48, 
VH3-23, VH5-51), cinco genes de la línea germinal variable de cadena liviana kappa humana (VK1-33, VK1-39, VK3-
11, VK3- 15, VK3-20) y dos genes de la línea germinal variable de cadena liviana lambda humana (VL1-44, VL1-51) 
se seleccionaron para la construcción de las bancos (Lefranc, M.-P. et al, 1999 Nucleic Acids Research, 27, 209-30
212). Se eligieron estos genes porque se utilizan a menudo en repertorios de anticuerpos expresados humanos y las
estructuras que codifican muestran perfiles de estabilidad y expresión favorables como dominios individuales o en el 
contexto de un par VH/VL (Ewert S et al., J Mol Biol. 2003 Jan 17;325(3):531-53). Se utilizaron dos conjuntos de 
cebadores específicos para amplificar estos genes a partir de ADN genómico humano por PCR anidada. Este 
enfoque fue necesario ya que las secuencias 5 'de los genes de la línea germinal de la misma familia son idénticos o 35
muy similares. Para cada gen, se diseñó un primer par de cebadores, llamados localizadores genómicos para ser 
específico de las regiones no traducidas 5 'y 3' que flanquean el gen de la línea germinal. El segundo par se diseñó 
para ser específico para el inicio de la estructural 1 (FR1) y el extremo de la FR2. Los 14 productos de PCR 
independientes se clonaron en pGEMT-easy (Promega, Madison WI) y su identidad e integridad se verificaron por 
secuenciación. La secuencia de aminoácidos de los genes de la línea germinal seleccionados se muestra en la 40
Figura 5.

Los cebadores y combinación del cebador usados se indican a continuación.

Localizadores de genómica
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Específico para secuencia codificadora

5
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Combinaciones de cebadores usados para amplificar los genes de línea germinal seleccionados

1ra PCR 3' 2nd PCR 3'

Familia Línea germinal 5' 3' 5 3'

VH1 DP-&75 HV 1-2 5 H1-2 3 H1-2 5 VH1 3 VH1/3

DP-10 HV 1-69 5 H1-69 3 H1-69 5 VH1 3 VH1/3

DP-I4 HV 1-18 5 H1-18 3 H1-18 6 VH1 2 VH1/3

VH3 DP-49 HV 3-30 5 H3-30 3 H3-30 6 VH3 3 VH1/3

DP-51 HV 3-48 5 H3-48 3 H3-48 5 VH3 3 VH1/3

DP-47 HV 3-23 5 H3-23 3 H3-23 5 VH3 3 VH3

VH5 HV 5a 5 H5a 3 VH5 5 VHS 3 VH5

VK1 DPK-1 KV 1.33 5 K 1-33 3 K1-33 6 VK1 3 DPK-1

DPK-9 KV1-39 5 K 1-39 3 K1- 9 6 VKI 3 DPK-9

VKIII L6 KV 3-11 5 K3-11 3 K3-11 5 DPK22_L6 3 L6

DPK-21 KV 3-15 6 K3-16 3 K3-15 5 DPK21 3 DPK21

DPK-22 KV 3.20 5 K3-20 3 K3-20 5 DPK22_L6 3 DPK22

VL1 DPL-2 LV 1-44 5 L1-44 3 L1-44 5 DPL2 3 DPL2

DPL-5 LV 1-51 6 L1-61 3 L1-51 5 DPL5 3 DPL5

EJEMPLO 2: Generación de estructuras aceptoras

Se analizaron las secuencias de los genes de la línea germinal seleccionados para la presencia de los sitios de 5
restricción Tipo IIs. Ningún sitio BsmBI estaba presente en los genes de la línea germinal de los anticuerpos 
variables seleccionados. Se hallaron dos sitios BsmBI en el esqueleto de pNDS1, el vector fagémido en el que se 
puede clonar la estructura aceptora. Estos dos sitios se eliminaron por mutagénesis dirigida al sitio de modo que los 
sitios BsmBI únicos se pueden introducir en las secuencias de ADN de relleno de las estructuras aceptoras. Cada 
gen de la línea germinal se amplificó por PCR anidada múltiple con el fin de añadir una secuencia de ADN de relleno 10
en el extremo 3 'de la secuencia FR3 seguido por una secuencia que codifica FR4 que es específica para cada 
segmento variable correspondiente (VH, Vk, Vλ). La secuencia de aminoácidos de VH FR4 corresponde a la región 
FR4 codificada por los genes de la línea germinal J JH1, JH2, JH4 yJH5. La secuencia de aminoácidos de VK FR4 
corresponde a la región FR4 codificada por los genes de la línea germinal J JK1. La secuencia de aminoácidos de 
Vλ FR4 corresponde a la región FR4 codificada por la línea germinal J genes JL2 y JL3. Dos variantes de la 15
secuencia de Vk FR4 se generaron con una sustitución de aminoácido única en la posición 106 (arginina o glicina). 
Para la estructura aceptora basada en el gen de la línea germinal VH3-23, también se construyeron dos variantes 
que difieren en un solo aminoácido (lisina a arginina) en la posición 94, el último residuo de FR3. Durante la etapa de 
amplificación final se introdujeron los sitios SfiI/NcoI y XhoI en el extremo 5 'y 3' final de la VH, respectivamente.

Del mismo modo, se introdujeron los sitios SalI y NotI en el extremo 5 'y 3' final de la VL, respectivamente (Figura 6). 20
El fragmento de relleno se diseñó de modo que se cambió el marco de lectura de traducción, de este modo se evita 
la expresión de cualquier proteína funcional a partir de las estructuras aceptoras (Figura 7). Los cebadores usando 
en este proceso se listan a continuación.
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Las secuencias de las 20 estructuras ensambladas finales se muestran en la Figura 8.

EJEMPLO 3: Generación de vectores aceptores fagémidos que contienen un dominio variable invariante5

El vector fagémido pNDS1 utilizados para la expresión de scFv se modificó primero en retirar dos sitios BsmBI. Un 
dominio VH3-23 que contiene una secuencia de CDR3 definida se clonó en el pNDS1 modificado usando los sitios 
de restricción SfiI y XhoI para obtener el vector fagémido pNDS_VHdummy. Este dominio contenía un sitio BsmBI en 
la región FR4, que se corrigió por mutagénesis dirigida al sitio silente. En paralelo, luego se clonó un dominio VK1-
39 contiene una secuencia de CDR3 definida en el pNDS 1 modificados usando los sitios de restricción SalI y NotI 10
para obtener el vector fagémido pNDS_VKdummy (Figura 9). Las 8 estructuras aceptoras VH se clonaron en 
PNDs_VKdummy utilizando los sitios de restricción Sall y NotI. Las 12 estructuras aceptoras VL se clonaron en 
pNDS_VHdummy utilizando los sitios de restricción SfiI y XhoI. Los vectores fagémidos 20 PNDs resultantes que se 
enumeran a continuación en esta etapa se pueden utilizar para la clonación de CDR3 diversificada usando los sitios 
de BsmBI presentes en los fragmentos de ADN de relleno.15

Aceptores VH: pNDS_VH1-2_VKd; pNDS_VH1-18_VKd; pNDS_VH1-69 VKd; pNDS VH3-23R_VKd; pNDS_VH3-
23KVKd; pNDS_VH3-30_VKd; pNDS_VH5-51_VKd; pNDS_VH3-48_VKd.

Aceptores VL: pNDS_VHd_VK1-33G; pNDS_VHd_VK1-33R;
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pNDS_VHd_VK1-39G; pNDS_VHd VK1-39R; pNDS_VHd_VK3-11G;

pNDS_VHd_VK3-11R; pNDS_VHd_VK3 -15 G; pNDS_VHd_VK3-15R; pNDS_VHd_VK3-20G; pNDS_VHd_VK3-
20R; pNDS_VHd_VL1-44; pNDS_VHd_VKI -51.

EJEMPLO 4: Captura de diversidad de CDR H3 natural de los repertorios humanos5

Se usaron múltiples fuentes de ADNc humano se utilizaron como molde para la amplificación de las secuencias de 
CDR H3. Estas fuentes incluyeron bazo fetal humano, así como mezclas de células purificadas de sangre periférica 
de varones y mujeres adultos normales. Se han usado varias estrategias para la amplificación con el fin de recuperar 
las secuencias de CDR H3 procedentes de ADNc de VH reordenado codificado por un gen de la línea germinal 
específico o secuencias de CDR H3 procedentes de cualquier ADNc de VH.10

En primer lugar, se usaron mezclas de cebadores que se aparean con las regiones codificadoras 5' de la mayoría de 
las familias VH humanas en combinación con mezclas de cebadores que se aparean con todas las regiones JH 
humanas. Esto permitió la amplificación por PCR de la mayoría de los genes variables de inmunoglobulina de 
cadena pesada. Los productos de amplificación esperados de aproximadamente 400 pares de bases (pb) se 
aislaron por electroforesis en gel de agarosa y se purificaron. Este ADN sirvió como molde en una segunda etapa de 15
PCR usando cebadores con una coincidencia de 13 pb y 14 pb para la región FR3 final y el comienzo de FR4, 
respectivamente. En la mayoría de los casos, el último residuo de la FR3 es una arginina o una lisina. Debido a que 
las últimas coincidencias de pb son críticas para la extensión del cebador por la polimerasa, se utilizaron dos 
cebadores 5 'diferentes: 5 VHR_FOK (SEQ ID NO: 205 se muestra a continuación) y 5 VHK FOK (SEQ ID NO: 206 
se muestra a continuación). Es importante destacar que estos cebadores también contienen un sitio de restricción 20
FokI para la escisión de la secuencia de CDR H3 (Figura 4). Los cebadores usados en la segunda etapa de PCR se
biotinilaron en su extremo 5 'para facilitar etapas de purificación corriente abajo (ver el Ejemplo 5). Este enfoque de 
dos etapas permite una amplificación eficiente de las secuencias de CDR H3 a pesar del número limitado de
coincidencias de pares de bases. Las amplificaciones se realizaron a diferentes temperaturas de apareamiento
(entre 30 °C y 70 °C) y con varias ADN polimerasas termoestables para establecer condiciones óptimas. Se halló 25
que una temperatura de apareamiento de 55-58 °C en combinación con GoTaq polimerasa (Promega) era óptimo 
para este conjunto de cebadores. El segundo producto de amplificación se separó en un gel de agarosa al 2% y 
produjo una mancha en la parte inferior del gel correspondiente a CDR H3 de diferente longitud. Se extrajo la 
mancha de ADN completa del gel o una región correspondiente a los fragmentos de ADN más grandes con el fin de 
enriquecer la CDR H3 larga.30

Alternativamente, se llevó a cabo la primera etapa de amplificación usando el cebador 5' 5 VH3-23H2 (SEQ ID NO: 
201 mostrado a continuación), que es específico para la secuencia que codifica la CDR H2 de la VH3-23 de la línea 
germinal. Como los diferentes genes de la línea germinal son diversos en esta CDR, con preferencia se pueden 
amplificar los ADNc de VH codificados por el gen de la línea germinal seleccionado. Las etapas de purificación y 
amplificación posteriores fueron idénticas. De esta manera, es posible recuperar CDRs procedentes de un ambiente 35
estructural específico y volver a introducirlos en el mismo, una estructura similar o diferente.

A continuación se muestra una lista de los cebadores utilizados para la amplificación de los repertorios de CDR 
humana natural

1era etapa de PCR

40

2da etapa de PCR
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EJEMPLO 5: Generación de bancos primarias por clonación de la CDR H3 humana natural en estructuras aceptoras

La CDR H3 amplificada se digirió con FokI y las extremidades escindidas, así como ADN sin digerir se eliminaron 
usando perlas magnéticas recubiertas con estreptavidina. En paralelo, los vectores aceptores pNDs VH se digirieron 
usando BsmBI. Debido a que las proyecciones generadas por estas digestiones son compatibles, la colección de 5
CDR H3 naturales fue capaz de ligarse en la estructura aceptora VH, lo que restaura el marco de lectura apropiado. 
El ADN ligado se purificó y se concentró para la transformación en células competentes E. coli XL1 Blue, y los clones 
aleatorios se analizaron por secuenciación con el fin de comprobar que la secuencia CDR H3 había sido 
reconstituida y que las uniones entre la CDR y la región estructural son correctas (Figura 10). Los resultados 
indicaron que todos los clones contenían secuencias de CDR H3 y que se restauró el marco de lectura, de este 10
modo se codifica una cadena pesada variable de inmunoglobulina. Además, todas las CDRs eran diferentes, lo que 
indica que una gran diversidad de secuencias de naturales había sido capturada por este enfoque. La longitud de la 
CDR H3 también fue variable y se hallaron CDR relativamente largas de 10 a 15 residuos, lo que destaca la ventaja 
de este enfoque para el muestreo de secuencias de CDR largas que son difíciles de cubrir usando diversidad
sintética.15

Usando este método, las secuencias de CDR H3 naturales, derivadas de células purificadas de de sangre periférica 
humana mezclada o de bazo fetal humano, se clonaron en cada una de las estructuras aceptoras VH pNDS y se 
transformaron en células TG1 E. coli electrocompetentes y se sembraron en placas de bioensayo 2xTYAG (medio 2x 
TY que contiene ampicilina 100 µg/ml y glucosa 2%). Después de la incubación durante la noche a 30 °C, se 
añadieron 10 ml de medio líquido 2xTYAG a las placas y las células se rasparon de la superficie y se transfirieron a 20
un tubo de polipropileno de 50 ml. Se añadió 2xTYAG que contiene glicerol 50% a la suspensión celular para 
obtener una concentración final de glicerol 17%. Las alícuotas de las bancos se almacenaron a - 80 °C. En este 
proceso, se generaron 14 bancos primarios que representa un total de 8.1x10

9
transformantes. 180 clones elegidos 

aleatoriamente se secuenciaron para determinar la calidad y la diversidad de los bancos. Todos los clones 
codificaron diferentes secuencias de VH y> 89% estaban en marco. Estos bancos primarios contienen la diversidad 25
en el CDR H3 sólo cuando se combinan con un dominio VL simulado.

EJEMPLO 6: Generación de bancos primarias por clonación de CDR3 sintética en las estructuras aceptoras

Aunque el método es de particular interés para la recuperación de la diversidad natural, también se puede aplicar 
para la integración de la diversidad sintética en estructuras aceptoras. Se diseñaron secuencias CDR3 sintéticas
para VH y VL. El diseño tuvo en cuenta la frecuencia de los CDR con una determinada longitud y la estrategia de 30
diversificación (codones NNS, DVK, NVT o TVP) que permitiría una cobertura completa de la diversidad teórica 
dentro de un número razonable de transformantes en una biblioteca (~ 5x109 transformantes) (Figura 11). Los 
residuos clave para mantener la estructura canónica de la CDR se mantuvieron constantes en el diseño de CDR3 
para las cadenas VK y Vλs. Para la cadena pesada, solo se generaron CDR3 con hasta 10 posiciones diversificadas 
como el número de clones necesarios para cubrir la diversidad codificada por CDRs más largas más allá de límites 35
prácticos de eficiencia de transformación.

Se sintetizaron oligonucleótidos degenerados de diferente longitud usando los codones NNS, NVT, DVK o TVP 
aleatorizados. Para cada CDR H3, se sintetizaron dos oligonucleótidos que codifican una metionina o una 
fenilalanina en la posición 100Z (Figura 11). Cada oligonucleótido se extendió y se amplificó con dos cebadores 
biotinilados externos para generar fragmentos de ADN de doble cadena que codifican las CDRs diseñadas. Estos 40
cebadores externos contienen sitios de restricción BsmBI para su posterior escisión de la secuencia de CDR y la 
inserción en las estructuras aceptoras (Figura 12). Los fragmentos de ADN ensamblados se procesaron sin 
purificación en gel y se digirieron con BsmBI. Las extremidades escindidos, así como ADN sin digerir se eliminaron 
usando perlas magnéticas recubiertas con estreptavidina. Los fragmentos de ADN digeridos se concentraron por 
precipitación con etanol y se ligarib en los correspondientes vectores aceptores pNDS VH, VK o Vλ. Los productos 45
de ligamiento se purificaron y se concentraron para su transformación en células E. coli TG 1 electrocompetentes y 
se sembraron en placas de bioensayo 2xTYAG (medios 2xTY contienen 100 μg/ml ampicilina y glucosa 2%). 
Después de la incubación durante la noche a 30 °C, se añadieron 10 ml de medio líquido 2xTYAG a las placas y las 
células se rasparon de la superficie y se transfirieron a un tubo de polipropileno de 50 ml. Se añadió 2xTYAG que 
contiene glicerol 50% a la suspensión celular para obtener una concentración final de glicerol 17% . Las alícuotas de 50
las bancos se almacenaron a -80 °C. Se generó un total de 24 bancos de cadena pesada primarias que representa 
un total de 1.6x1010 transformantes. Del mismo modo, se generaron 13 bancos de cadena liviana primaria que 
representa un total de 6.9x 10

9
transformantes. Estos bancos primarios contienen diversidad solo en CDR H3 

cuando se combinan con un dominio VL simulado. Un total de 330 clones seleccionados aleatoriamente se 
secuenciaron para determinar la calidad y la diversidad de las bancos. Todos los clones codifican diferentes 55
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secuencias de dominio variable y> 90% fueron en el marco. Esta baja frecuencia de secuencias que contienen 
cambios en el marco de lectura está en marcado contraste con los resultados obtenidos tradicionalmente durante la 
construcción de bancos de fragmento de anticuerpo sintético utilizando los métodos de PCR por superposición que 
son más propensos a la introducción de la inserción, y se ha informado con frecuencia pérdida significativa de clones 
funcionales (15- 45%).5
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EJEMPLO 7: Generación de bancos secundarias

Con el fin de generar bancos de scFv que llevan la diversidad tanto en las cadenas pesadas como livianas, las 
bancos de cadena liviana sintética primarias se combinaron con las bancos de cadena pesada sintéticas primarias o 
las bancos de cadena pesada primarias naturales (Figura 13). Se preparó el ADN del fagémido a partir de cada 5
biblioteca primaria y se digirió con las enzimas de restricción XhoI/NotI. Los fragmentos de ADN correspondientes al 
ligador y las cadenas livianas de los bancos sintéticos primarios se insertaron por ligamiento en los vectores de 
cadena pesada naturales o sintéticos primarios digeridos. Alternativamente, la secuencia de ligador-VL también se 
amplificó con cebadores específicos antes de la digestión con XhoI/NotI y ligamiento. Los productos de ligamiento se 
purificaron por extracción con fenol/cloroformo y precipitación antes de la transformación en células E. coli TG 110
electrocompetentes y se sembraron en placas de bioensayo 2xTYAG (medios 2xTY contienen 100 μg/ml ampicilina 
y glucosa 2%). Después de la incubación durante la noche a 30 °C, se añadieron 10 ml de medio líquido 2xTYAG a 
las placas y las células se rasparon de la superficie y se transfirieron a un tubo de polipropileno de 50 ml. Se añadió 
2xTYAG que contiene glicerol 50% a la suspensión celular para obtener una concentración final de glicerol 17%. Las 
alícuotas de las bancos se almacenaron a -80 °C. Para limitar el número de bancos para recombinar, que se 15
agruparon por las subclases de cadena (es decir, VH1, VH3, VH5, VK1, VK3, Vλ1) y por lo tanto se realizaron 9 
combinaciones de biblioteca para (es decir, VH1xVK1, VHlxVK3, VH1Vλ1, VH3xVK1, VH3xVK3, VH3xVλ1, 
VH5xVK1, VH5xVK3, VH5xVλ1). El tamaño total de los bancos sintéticos secundarios (que llevan la diversidad 
sintética en VH y VL) fue 7,3 x10

9
transformantes. El tamaño total de las bancos naturales secundarias (que llevan la 

diversidad natural en la VH y la diversidad sintética en el VL) fueron de 1,5x1010 transformantes.20

EJEMPLO 8: Generación de bancos de anticuerpo humanas que presentan un repertorio de CDRH3 derivado de
una especie no humana.

A fin de utilizar fuentes alternativas de diversidad que permitan explorar un espacio tridimensional diferente dentro 
del sitio de combinación del anticuerpo, se creó una biblioteca para la captura de la CDRH3 de los ratones y se la 25
introdujo en una colección de estructura de anticuerpos humanos. Para este enfoque se construyó una biblioteca de 
aceptor que contiene una colección de genes VL sintético con diversidad CDR L3 y se combinó con una colección 
de secuencias aceptoras que contienen una secuencia de ADN de relleno lista adecuado para la clonación de 
restricción de Tipo IIs como se describe en el Ejemplo 2. Esta biblioteca representa el punto de partida punto para la 
rápida generación de bancos secundarias con múltiples fuentes de CDR H3 natural (humano, así como no humano) 30
o sintéticas. En este ejemplo, la diversidad natural de CDR H3 fue capturada de ratones Balb/c sin exposición previa 
y ratones que habían sido inmunizados con hIFNγ o hCCL5 (hRANTES).

La primera etapa fue la generación de bancos de aceptor mediante la clonación de una colección de VL que 
contiene diversidad de CDR L3 sintética en vectores de estructura de VH aceptora (Figura 14). Las secuencias de 
VL se derivaron de los siete bancos sintéticos primarios descriptas en el Ejemplo 6 mediante amplificación por PCR 35
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usando cebadores 5'biot-VHdummy y 3'biot-fdtseq. Se digirieron las VL resultante que contienen fragmentos de 
aproximadamente 400 pb usando XhoI/NotI y se purificó en columnas de centrifugación para eliminar los cebadores 
y enzimas. Del mismo modo se digirieron los vectores aceptores pNDs VH que contienen una CDRH3 de relleno y 
una cadena liviana simulada con XhoI/NotI y SwaI (SwaI corta dentro de VL simulada) y se purificó en columnas 
Chroma Spin TE con un corte de 1000 pb para liberarse del fragmento simulado de VL. Los fragmentos VL digeridos 5
luego se ligaron en los vectores aceptores de VH (Figura 14). Para, limitar el número de bancos para recombinar, los 
vectores aceptores de VH y fragmentos de VL se agruparon por las subclases de cadena (es decir, VH1, VH3, VH5, 
VK1, VK3, Vλ1) y por lo tanto se realizaron 9 combinaciones de biblioteca para (es decir, VH1xVK1, VHlxVK3, 
VH1Vλ1, VH3xVK1, VH3xVK3, VH3xVλ1, VH5xVK1, VH5xVK3, VH5xVλ1). Los productos de ligamiento se 
transformaron en células E. coli TG 1 electrocompetentes y se sembraron en placas de bioensayo 2xTYAG (medios 10
2xTY contienen 100 μg/ml ampicilina y glucosa 2%). Después de la incubación durante la noche a 30 °C, se 
añadieron 6 ml de medio líquido 2xTYAG a las placas y las células se rasparon de la superficie y se transfirieron a 
un tubo de polipropileno de 50 ml. Se añadió glicerol a la suspensión celular para obtener una concentración final de 
glicerol 17%. Las alícuotas de las bancos se almacenaron a -80 °C. El tamaño total de esta biblioteca aceptora que 
llevan la diversidad sintética en la CDR L3, fue 1,9x109 transformantes.15

La próxima etapa fue aislar las secuencias de CDRH3 de una fuente no humana. Las células se aislaron del bazo de 
cinco ratones Balb/c sin exposición previa o inmunizados y se purificó el ARN total. Se obtuvo ADNc a partir del ARN 
extraído por RT-PCR. Este ADNc se usó como molde para aislar y amplificar VH de ratón por PCR. Se realizaron 
una serie de PCR usando 15 cebadores 5' diferentes (uno para cada subgrupo de VH de ratón) específicos para el 
comienzo de la región FR1 y una mezcla de cebadores 3' (cuatro cebadores que cubren la región JH). Estas 20
primeras PCR se agruparon y se purificaron en un gel de agarosa 2%. El ADN purificado sirvió como molde para 
llevar a cabo una segunda PCR para aislar la región CDR H3 de ratón.

Los cebadores 5' y 3' para esta segunda PCR se dirigen a las regiones FR3 y FR4 de VH de ratón, respectivamente. 
Estos cebadores añadieron un sitio de restricción FokI con el fin de permitir la escisión precisa de la CDR H3 y la 
clonación en los vectores aceptores humanos.25

Sin embargo, los alineamientos de secuencias de VH murinas revelaron que la secuencia en el límite 5' de CDR-H3 
murina y que se encuentran en el sitio de escisión de FokI casi siempre difieren de la secuencia humana por una 
base, mientras que el extremo 3' coincidió entre estas dos especies. Las secuencias escindidas por FokI están 
recuadradas en la siguiente tabla:

30

En consecuencia, la base tenía que ser corregida durante la segunda etapa de amplificación con el fin de generar 
extremos cohesivos que son compatibles con los extremos cohesivos generados después de la digestión de las 
estructuras aceptoras. Se observó la amplificación eficiente lo que sugiere que esta conversión se produjo 
fácilmente. En el extremo 3', las secuencias de ratón y humanas que se cortaron con las enzimas de restricción Tipo 
IIs son idénticas, de este modo se evita cualquier problema de corrección.35

[00278] Los cebadores para la segunda amplificación se biotinilaron en sus 5 'extremos para facilitar las etapas de 
purificación de corriente abajo. Los vectores aceptores se digirieron con BsmBI y se purificaron en columnas Chroma 
Spin TE que tienen un punto de corte de 1.000 pb. Después de la digestión y la purificación, las nueve 
combinaciones diferentes de la biblioteca se agruparon en relación equimolar para el ligamiento de la CDRH3 de 
ratón capturada.40

El DNA ligado se purificó por extracciones de fenol /cloroformo y se concentró por precipitación antes de la 
transformación en células E. coli TGI competentes y se sembró en placas de bioensayo 2xTYAG (medios 2xTY 
contienen 100 μg/ml ampicilina y glucosa 2%). Después de la incubación durante la noche a 30 °C, se añadieron 6 
ml de medio líquido 2xTYAG a las placas y las células se rasparon de la superficie y se transfirieron a un tubo de 
polipropileno de 50 ml. Se añadió glicerol a la suspensión celular para obtener una concentración final de glicerol 45
17%. Las alícuotas de las bancos se almacenaron a -80 °C. Se obtuvieron tres bancos de tamaño similar: Mna 2,5x 
108 transformantes (que portan una diversidad estructural humana natural restringida, diversidad de ratón sin 
exposición previa en la CDR H3 y diversidad sintética en la CDR L3); MiB, 7,3x10

7
transformantes (que portan una 

diversidad estructural humana natural restringida, diversidad de ratón inmune contra hIFNγ en la CDR H3 y
diversidad sintética en la CDR L3) y MiC, 1,8x108 transformantes (que portan una diversidad estructural humana 50
natural restringida, diversidad de ratón inmune contra hCCL5 en la CDR H3 y diversidad sintética en la CDR L3). Los 
clones aleatorios se analizaron por secuenciación con el fin de comprobar que la secuencia de CDR H3 había sido 
reconstituido y que las uniones entre la CDR y las regiones estructurales eran correctas. Los resultados indicaron 
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que todos los clones contenían secuencias de CDR H3 y que el marco de lectura fue restaurado, en consecuencia 
codifican una cadena pesada variable de inmunoglobulina. Todas las CDR eran diferentes y se parecían secuencias 
de CDR H3 de ratón típicas, lo que indica que una gran diversidad de secuencias de CDRH3 de ratón naturales fue 
capturada por este enfoque. Además, el análisis de los perfiles de longitud CDRH3 indicó que se obtuvo una 
distribución gaussiana en la biblioteca naive que se corresponde con la distribución esperada de longitudes en el 5
repertorio normal de ratón. En contraste, en las dos bancos inmunes, los perfiles eran diferentes lo que sugiere que 
se ha obtenido un repertorio de CDRH3 diferente (Figura 15). 

Cebadores usado para la amplificación de CDRH3 de ratones 1era PCR 

• Cebadores 5':10

• Cebadores 3':

1era PCR 

• Cebadores 5':15

• Cebadores 3':

EJEMPLO 9: Rescate de fagos de las bancos

Cada banco Primaria y Secundaria se rescató de forma independiente de acuerdo a los procedimientos de 20
despliegue en fagos estándares que se resumen brevemente a continuación. Se añadió un volumen de célula a 
partir de las alícuotas de la biblioteca congeladas suficientes para cubrir por lo menos 10 veces la diversidad teórica 
de la biblioteca a 500 ml de 2xTYAG y se cultivó a 37 °C con agitación (240 rpm) hasta alcanzar una DO600 de 0,3 a 
0,5. El cultivo se super-infectó con el fago auxiliar MK13K07 y se incubó durante una hora a 37 °C (150 rpm). A 
continuación, el medio se cambió por centrifugación de las células a 2000 rpm durante 10 minutos, se eliminó el 25
medio y resuspendió el sedimento en 500 ml de 2x TY-AK (100 μg/ ml ampicilina; 50 μg/ml kanamicina). A 
continuación, el cultivo se dejó crecer durante la noche a 30 °C (240 rpm). El cultivo se centrifugó a 4000 rpm 
durante 20 minutos para sedimentar las células. Se recolecté el sobrenadante y se añadió 30% (vol/vol) de PEG 
8000 (NaCl (20%)/2,5 M de NaCl para precipitar las partículas de fago mediante la incubación de la mezcla 1 hora 
en hielo. Las partículas de fago se recolectaron por centrifugación a 10.000 rpm durante 30 minutos y se 30
resuspendieron en 10 ml de buffer TE (10 mM de Tris-HCl pH 8,0; 1 mM de EDTA). La solución resuspendida se 
centrifugó a 10.000 rpm para eliminar los restos de bacterias y el procedimiento de precipitación se repitió. Después 
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de la resuspensión final, fago se tituló mediante infección de E. coli y la absorción a 280 nm. El nivel de despliegue 
de scFv en la superficie del fago también se evaluó mediante análisis de transferencia Western usando un 
anticuerpo monoclonal anti-c-myc. El fago purificado a partir de diferentes bancos se almacenó congelado a -80 °C
después de la adición de glicerol a una concentración final de 15% (p/v).

Para utilizar un número manejable de las bancos durante los procedimientos de selección, el fago purificado se 5
mezcló con 4 bancos de trabajo: AA1 - fagos de todas las bancos VH sintéticas primarias; AB1 - fago de todas las 
bancos VL sintéticas primarias; AC1 - fago de todas las bancos VH naturales primarias; AD1 - Fago de todas las 
bancos naturales secundaria; AE1 - Fago de todas las bancos sintéticas secundaria; MNA - Bancos con diversidad 
capturada de ratones sin exposición previa; MiB - Bancos con diversidad capturada de ratones inmunizados con 
hIFNy; MIC - Bancos con diversidad capturados de ratones inmunizados con hCCL5/RANTES.10

EJEMPLO 10. Secuenciación de alto rendimiento de las bancos de anticuerpo.

La calidad y la diversidad de una biblioteca se pueden evaluar mediante secuenciación de ADN de los miembros de 
la biblioteca aleatorios. En la mayoría de los casos se secuencian unos cientos de clones que representan solo una 
muy pequeña fracción de la biblioteca (menos de 1 en 10 millones miembros de la biblioteca). Con el fin de analizar 15
el rendimiento de los métodos proporcionados en la presente, se utilizó la tecnología de secuenciación de próxima 
generación para analizar un número más representativo de miembros de la biblioteca. El ADN aislado de la 
biblioteca AE1 se utilizó como molde para la secuenciación de alto rendimiento utilizando un instrumento Analizador 
de genoma Illumina. Este sistema de secuenciación de ADN de próxima generación permite leer miles de millones 
de bases en un par de días. Las lecturas de secuenciación son relativamente cortas (aproximadamente 70 bases) 20
pero perfectamente compatible con nuestro diseño de la biblioteca. Como la diversidad se limita a las regiones 
CDR3 una lectura de 70 bases es suficiente para cubrir la CDRH3 y parte de la región estructural 3 para la 
identificación de la familia VH. Esta tecnología se ha aplicado para secuenciar varios millones de regiones CDRH3 
de la biblioteca de AEI. Se obtuvieron 5.078.705 secuencias para un total de 365 666 760 bases. El análisis de los 
datos indicó que 5.007.022 secuencias (98,6% del total) eran únicas. Un total de 4.680.882 secuencias podría 25
atribuirse inequívocamente a una familia VH (VH1, VH3 y VH5) y la representación de las familias VH en la biblioteca 
AE1 determinada (41% VH1; 30% VH3; 29% VH5). Un hallazgo importante fue que la proporción de los insertos en
marco varió entre 88 y 91%. Estos datos confirmaron de una manera mucho más estadística los resultados de la 
secuenciación de los 24 bancos sintéticos VH primarios descriptas en el Ejemplo 6. Este conjunto combinado de 
datos de secuenciación demuestra que el proceso de clonación de restricción tipo IIs utilizado en este método es 30
muy robusto, lo que lleva a una la inserción eficiente y productiva en las 24 construcciones de bancos
independientes realizadas para generar la diversidad VH del banco AEI.

La secuenciación de millones de miembros de la biblioteca representa una etapa de control de calidad sin 
precedentes para una biblioteca de anticuerpos. Los resultados demuestran que el método permite la generación de 
bancos de alta calidad y alta diversidad de una manera reproducible y robusta.35

EJEMPLO 11: Selecciones de despliegue en fago usado bancos secundarias

Selecciones de fase líquida contra interferón gamma humano (hIFNγ):

Las alícuotas de las bancos de fagos AD1 y AEI (1011-1012 Pfu) se bloquearon con PBS que contiene 3% (p/v) de 
leche descremada durante una hora a temperatura ambiente en un mezclador rotatorio. Luego el fago bloqueado se 
deseleccionó sobre perlas magnéticas de estreptavidina (Dynal M-280) durante una hora a temperatura ambiente en 40
un mezclador rotatorio. Luego el fago deseleccionado se incubó con hIFNγ biotinilado in vivo (100 nM) durante dos 
horas a temperatura ambiente en un mezclador rotatorio. Las perlas se capturaron utilizando un soporte magnético, 
seguido de cuatro lavados con PBS/Tween 20 0,1% y 3 lavados con PBS. Las perlas luego se añadieron
directamente a 10 ml de células TG1 en crecimiento exponencial y se incubaron durante una hora a 37 °C con 
agitación lenta (100 rpm). Una alícuota de TG1 infectado 1 se diluyó en forma seriada para titular el producto de la45
selección. Las TG1 infectadas restantes se centrifugaron a 3000 rpm durante 15 minutos y se resuspendieron en 0,5 
ml 2xTY (medio 2xTY que contienen ampicilina 100 μg/ml y glucosa 2%) y se extendió sobre placas de bioensayo de 
agar 2xTYAG. Después de la incubación durante la noche a 30 °C, se añadieron 10 ml de 2xTYAG a las placas y las 
células se rasparon de la superficie y se transfirieron a un tubo de polipropileno de 50 ml. Se añadió 2xTYAG que 
contiene glicerol 50% a la suspensión celular para obtener una concentración final de glicerol 17%. Las alícuotas de 50
la ronda de selección se mantuvieron a -80 °C. Los productos de fago se titularon después de cada ronda y el 
aumento progresivo de los productos indica que se está produciendo el enriquecimiento de los clones específicos 
para el blanco (Figura 16).

Selecciones por inmunopurificaciones contra el anticuerpo monoclonal 5E3 de rata:

Los inmunotubos se recubrieron con 5E3 a razón de 10 μg/ml en PBS durante la noche a 4 °C y los inmunotubos 55
para la deselección fago se recubrieron con un anticuerpo de rata irrelevante en las mismas condiciones. Después 
del lavado, los inmunotubos se bloquearon con PBS que contiene 3% (p/v) de leche descremada durante una hora a 
temperatura ambiente. Las alícuotas de bancos de fagos de de AD1 y AE1 (1011-1012 Pfu) se bloquearon con PBS 
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que contiene 3% (p/v) de leche descremada durante una hora a temperatura ambiente en un mezclador rotatorio. 
Luego el fago bloqueado se deseleccionó en los inmunotubos recubiertos con un anticuerpo de rata irrelevante 
durante una hora a temperatura ambiente en un mezclador rotatorio. Luego el fago deseleccionado se transfirió a los 
inmunotubos recubiertos con 5E3 y se incubó durante dos horas a temperatura ambiente en un mezclador rotatorio. 
Los tubos se lavaron cinco veces con PBS/0,1% de Tween 20 y 3 veces con PBS. El fago se eluyó con TEA 100 mM 5
durante 10 minutos y se neutralizó con Tris 1M HC1 pH 7.5. El fago se añadió a 10 ml de células TG1 en crecimiento 
exponencial y se incubó durante una hora a 37 °C con agitación lenta (100 rpm). Una alícuota de las TG1 infectadas 
se diluyó en forma seriada para titular el producto de la selección. Las TG1 infectadas restantes se centrifugaron a 
3000 rpm durante 15 minutos y se resuspendieron en 0,5 ml 2xTY (medio 2xTY que contienen ampicilina 100 μg/ml 
y glucosa 2%) y se extendió sobre placas de bioensayo de agar 2xTYAG. Después de la incubación durante la 10
noche a 30 °C añadieron 10 ml de 2xTYAG a las placas y las células se rasparon de la superficie y se transfirieron a 
un tubo de polipropileno de 50 ml. Se añadió 2xTYAG que contiene glicerol 50% a la suspensión celular para 
obtener una concentración final de glicerol 17%. Las alícuotas de la ronda de selección se mantuvieron a -80 °C. Se 
realizaron rondas de selección alternando entre 5E3 de rata y una versión quimérica de 5E3 en los que la región 
variable estaba fusionada a los dominios constantes de ratón. Estas rondas alternadas se realizaron con el fin de 15
enriquecer los clones específicos para la región variable de 5E3 y generar anticuerpos anti-idiotípicos. Los productos 
de fago se titularon después de cada ronda y el aumento progresivo de los productos indica que se está produciendo
el enriquecimiento de los clones específicos para el blanco (Figura 17).

Rescate de fago: Se añadieron 100 μl de la suspensión celular obtenida de las rondas de selección anteriores a 20 
ml de 2xTYAG y se cultivaron a 37 °C con agitación (240 rpm) hasta alcanzar una DO600 de 0,3 a 0,5. El cultivo se 20
super-infectó con el fago auxiliar 3,3 x 10 MK13K07 y se incubó durante una hora a 37 °C (150 rpm). A continuación, 
el medio se cambió por centrifugación de las células a 2000 rpm durante 10 minutos, se eliminó el medio y se 
resuspendió el pellet en 20 ml de 2x TY-AK 100 μg/ ml ampicilina; 50 μg/ ml kanamicina). A continuación, el cultivo 
se dejó crecer durante la noche a 30 °C (240 rpm).

Rescate del fago monoclonal por ELISA: Se recolectaron clones individuales en una placa de microtitulación que 25
contiene 150 μl del medio 2xTYAG (glucosa 2%) por pocillo y se cultivaron a 37 °C (100-120 rpm) durante 5-6h. El 
fago auxiliar M13K07 se añadió a cada pocillo para obtener una multiplicidad de infección (MOI) de 10 (es decir, 10 
fagos para cada célula en el cultivo) y se incubó a 37 °C (100 rpm) durante l h. Después del crecimiento, las placas 
se centrifugaron a 3200 rpm durante 10 min. El sobrenadante se retiró cuidadosamente, las células se 
resuspendieron en medio 150 μl de medio 2xTYAK y se cultivaron durante la noche a 30 °C (120 rpm). Para el 30
ELISA, el fago se bloqueó mediante la adición de 150 μl de PBS concentración 2x que contiene 5% de leche en 
polvo descremada seguido por una hora de incubación a temperatura ambiente. Las placas luego se centrifugaron 
10 minutos a 3000 rpm y el sobrenadante que contiene el fago se usó para el ELISA.

Fago ELISA: Las placas ELISA (Maxisorb, NUNC) se recubrieron durante la noche con 2 μg/ ml h1FNγ en PBS o 2 
µg/ml de 5E3 de rata en PBS. Las placas de control se recubrieron con 2 µg/ml de BSA o un anticuerpo monoclonal 35
de rata irrelevante. Después las placas se bloquearon con 3% leche descremada/PBS a temperatura ambiente 
durante 1 hora. Las placas se lavaron 3 veces con PBS 0,05% de Tween 20 antes de transferir los sobrenadantes 
de fagos pre-bloqueados y se incubaron durante una hora a temperatura ambiente. Las placas luego se lavaron 3 
veces con PBS 0,05% Tween 20. Se añadieron 50 µl de leche descremada/ PBS que contiene anticuerpo (HRP) 
anti-M13 conjugado (HRP) (Amersham, diluido 1: 10.000) a cada pocillo. Después de la incubación a temperatura 40
ambiente durante 1 h, las placas se lavaron 5 veces con PBS 0,05% Tween 20. El ELISA se reveló a continuación 
mediante la adición de 50 µl de TMB (Sigma) y 50 µl de H2SO4 2N para detener la reacción. La intensidad de 
absorción se leyó a 450 nm. Los clones específicos para hIFNγ se pueden identificar y las tasas de éxito variaron 
entre 10% y 30% después de la tercera ronda de selección. Los clones específicos para la región variable de 5E3 
también se puede identificar y las tasas de éxito variaron entre 7 y 48% después de la tercera ronda de selección.45

Secuenciación del clon del fago: Los clones individuales se cultivaron en 5 ml de medio de 2xTYAG (glucosa 2%) 
por pocillo y se cultivaron a 37 °C (120 rpm) durante la noche. El siguiente día el ADN fagémido se purificó y se usó 
para la secuenciación del ADN utilizando un cebador específico para pNDS1: mycseq, 5'-
CTCTTCTGAGATGAGTTTTTG. (SEQ ID NO: 255).

Purificación de scFv a gran escala: Un cultivo iniciador de 1 ml de 2xTYAG se inoculó con una sola colonia de una 50
placa de agar 2xTYAG recién sembrada en estrías y se incubó con agitación (240 rpm) a 37 °C durante 5 horas. Se 
usaron 0,9 ml de este cultivo para inocular un cultivo de 400 ml del mismo medio y se cultivó durante la noche a 30 
°C con agitación vigorosa (300 rpm).

El día siguiente, el cultivo se indujo mediante la adición de 400 μl de IPTG 1 M y la incubación continuó durante 3 
horas adicionales. Las células se recogieron por centrifugación a 5000 rpm durante 10 minutos a 4 °C. Las células 55
sedimentadas se resuspendieron en 10 ml de buffer TES enfriado con hielo complementado con inhibidores de 
proteasa como se describió anteriormente. El shock osmótico se logró mediante la adición de 15 ml de buffer TES 
diluido 1: 5 y la incubación durante 1 hora en hielo. Las células se centrifugaron a 10.000 rpm durante 20 minutos a 
4 °C para sedimentar los restos celulares. El sobrenadante se transfirió cuidadosamente a un tubo nuevo. Se añadió 
imidazol al sobrenadante a una concentración final de 10 mM. Se añadió 1 ml de resina Ni-NTA (Qiagen), 60
equilibrada en PBS a cada tubo y se incubó en un mezclador rotatorio a 4 °C (20 rpm) durante 1 hora. Los tubos se 
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centrifugaron a 2000 rpm durante 5 minutos y se eliminó el sobrenadante cuidadosamente. La resina sedimentada 
se resuspendió en 10 ml de buffer de lavado 1 frío (4 °C) (50 mM de NaH2PO4, 300 mM de NaCl, 10 mM de 
imidazol, pH a 8,0). La suspensión se añadió a una columna de polyprep (Biorad). Se usaron 8 ml de buffer de 
lavado 2 frío (50 mM de NaH2PO4, 300 mM de NaCl, 10 mM de imidazol, pH a 8,0) para lavar la columna por flujo 
por gravedad. Los scFv se eluyeron de la columna con 2 ml de buffer de elución (50 mM de NaH2PO4, 300 mM de 5
NaCl, 250 mM de imidazol, pH a 8,0). Las fracciones se analizaron por absorción a 280 nm y las fracciones que 
contienen proteínas se mezclaron antes de intercambio de buffer en una columna de desalinización PD10 
(Amersham) equilibrada con PBS. Los scFv en PBS se analizaron por SDS-PAGE y se cuantificaron por absorción a 
280 nm. Los scFv purificados se dividieron en alícuotas y se almacenaron a -20 °C y a 4 °C.

10

EJEMPLO 12. Análisis de los perfiles de CDR3 obtenidos después de la secuenciación de alto rendimiento.

Utilizando la tecnología de secuenciación de próxima generación como se describe en el Ejemplo 10, se analizó la 
distribución de las longitudes de CDR H3 dentro de cada familia VH en las bancos AE1 y AD1, así como en el 
producto obtenido después de la tercera ronda de selección. Los perfiles de las bancos AE1 y AD1 son claramente 
diferentes (Figura 18). La distribución de longitudes de CDR H3 en la biblioteca AE1 se corresponde con el diseño 15
de la biblioteca prevista, con longitudes que varían entre 9-15 aminoácidos. En contraste, las CDR H3 mucho más 
largas de hasta 22 aminoácidos se encuentran en la biblioteca de AD1, y el perfil se corresponde con la distribución 
de la longitud observada en repertorios naturales humanos. Estos resultados confirman que se ha capturado un 
repertorio de CDR H3 natural humano en la construcción de la biblioteca de AD1. Un análisis similar realizado 
después de tres rondas de selección en contra de 5E3 reveló que se seleccionaron perfiles de longitud CDR H320
completamente diferentes. En particular, se puede observar un enriquecimiento muy importante de CDR H3 de 8 y 
21 aminoácidos de longitud en la selección realizada con la biblioteca AD1. Este conjunto de datos demostró que 
diferentes perfiles de CDR H3 se enriquecieron a partir de las dos bancos después de la selección contra el mismo 
blanco. Además, este análisis demuestra que, usando la presente invención, las CDR H3 largas que son muy 
difíciles de cubrir usando diversidad sintética se pueden capturar en las estructuras seleccionadas humanos y 25
seleccionar.

EJEMPLO 13. Evaluación de los scFvs identificados en los ensayos de unión.

Las preparaciones de scFv purificadas de los clones que tienen diferentes secuencias y que se identificaron como 
positivos contra la región variable de 5E3 se analizaron por la unión contra 5E3 quimérico en una ELISA de dosis-
respuesta. Estas preparaciones también se analizaron contra un anticuerpo de ratón irrelevante (1A6). Las placas 30
ELISA (Maxisorb, NUNC) se recubrieron durante la noche con 2 µg/ml de 5E3 de ratón en PBS. Las placas de 
control se recubrieron con 2 µg/ml de anticuerpo monoclonal 1A6. Después las placas se bloquearon con 3% de 
leche descremada/PBS a temperatura ambiente durante 1 hora. Las placas se lavaron 3 veces con PBS 0,05% 
Tween 20 antes de la adición de diferentes concentraciones de scFv purificado e incubación durante una hora a 
temperatura ambiente. Las placas se lavaron a continuación 3 veces con PBS 0,05% Tween 20. Se añadieron 50 μl 35
de 3% de leche descremada/PBS que contiene anticuerpo anti-myc conjugado (HRP) a cada pocillo. Después de la 
incubación a temperatura ambiente durante 1 h, las placas se lavaron 5 veces con. PBS 0,05% Tween 20. Luego el
ELISA se reveló mediante la adición de 50 μ1 de sustrato fluorescente Amplex Red y la señal se leyó en un 
espectrofotómetro de fluorescencia. Los datos muestran que la mayoría de la clones son altamente específicos para 
5E3, ya que no reconocen 1A6 y se dirigen contra las regiones variables de 5E3 (Figura 19).40

Del mismo modo, las preparaciones de scFv purificadas de clones que tienen diferentes secuencias y que fueron 
identificados en ELISA de fagos como aglutinantes contra hIFNγ se analizaron por la unión contra hIFNγ en un 
experimento de dosis respuesta: Las placas ELISA (Maxisorb, NUNC) se recubrieron durante la noche con 2 μg/ ml 
h1FNγ en PBS o las placas de control se recubrieron con 2 µg/ml de BSA. Después las placas se bloquearon con 
3% leche descremada/PBS a temperatura ambiente durante 1 hora. Las placas se lavaron 3 veces con PBS 0,05% 45
de Tween 20 antes de añadir diferentes concentraciones de scFv purificado y se incubaron durante una hora a 
temperatura ambiente. Las placas luego se lavaron 3 veces con PBS 0,05% Tween 20. Se añadieron 50 µl de leche 
descremada/PBS que contiene anticuerpo (HRP) anti-M13 conjugado (HRP) (Amersham, diluido 1:10.000) a cada 
pocillo. Después de la incubación a temperatura ambiente durante 1 h, las placas se lavaron 5 veces con PBS 
0,05% Tween 20. El ELISA se reveló a continuación mediante la adición de 50 µl de TMB (Sigma) y 50 µl de H2SO450
2N para detener la reacción. La señal se leyó en un espectrofotómetro de absorbancia a 450 nm. Los datos 
muestran que los clones seleccionados se unen a hIFNγ de manera dependiente de la dosis y proporcionaron una 
muy buena señal en comparación con un control positivo scFv A6 que tiene una alta afinidad por hIFNγ (Figura 20).

EJEMPLO 14: Inhibición de ScFv de la expresión del gen indicador inducido por interferón gamma55

Un panel de scFv específico seleccionado para hIFNγ se produjo y purificó como se describió anteriormente y se 
analizó por la capacidad de bloquear la actividad biológica de hIFNγ. Un gen indicador (luciferasa de luciérnaga), 
dirigido por el promotor GBP1 inducible por IFN-γ, se transfectó en la línea celular de melanoma humano, Me67.8. 
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Diversas concentraciones de scFv se incubaron con 2 ng/m de hIFNγ y luego se añadieron al cultivo celular. 
Después de un tiempo de incubación de 6 horas, se realizó el ensayo de indicador de luciferasa y se midió la 
intensidad de la luminiscencia. La actividad se comparó con un scFv aislado a partir de otra biblioteca de anticuerpo 
scFv humano construida por captura tradicional de los repertorios VH/VL de donantes humanos (clon G9). Los datos 
muestran que scFv aislado ya sea a partir de bancos de diversidad humana sintéticas como natural (AEI y AD1) eran 5
capaces de neutralizar la actividad biológica de hIFNγ de una manera dependiente de la dosis (Figura 21). El 
potencial de neutralización de estos scFv fuea superior al del clon G9 de scFv de referencia.

EJEMPLO 15: Inhibición de ScFv de la expresión de MHC Clase II inducida por interferón gamma

Un ensayo de citometría de flujo se llevó a cabo para identificar anticuerpos IgG completamente humanos, o 
fragmentos de los mismos, capaces de bloquear la expresión de de las moléculas de MHC de clase II inducida por 10
IFNγ. Después del recubrimiento de las células Me67.8, se añadieron 5 ng/ml de IFNγ recombinante humano a 
cultivos en presencia de diversas concentraciones de anticuerpos monoclonales anti- anti-IFNγ completamente 
humanos candidatos. Después de 48 h en cultivo, las células se tiñeron con anticuerpo anti-MHC de clase II humano 
(HLA-DR) marcado con fluorescencia y se analizaron usando un FACSCalibur®. Por lo tanto, la IC50 (donde se 
inhibe 50% de la expresión de MHC de clase II inducida por IFNγ, es decir, la concentración inhibitoria 50%), se 15
mide para cada anticuerpo candidato.

Los scFv completamente humanos purificados se produjeron como se describe anteriormente. El efecto de scFv 
seleccionado sobre la expresión de MHC de clase II inducida por IFNγ en células de melanoma se evaluó usando el 
ensayo basado en células de citometría de flujo descrito anteriormente. Estos scFv inhibieron la expresión de MHC 
de clase II inducida por IFNγ en las células de melanoma (Figura 22).20

EJEMPLO 16: Cambio de formato de scFv en el formato IgG

Las secuencias de VH y VL de scFv seleccionado se amplificaron con los oligonucleótidos específicos que 
introducen una secuencia líder y un sitio de restricción Hindi en el extremo 5'. Se introdujo un sitio ApaI en el 
extremo 3 'de la cadena pesada mientras que se introdujeron un AvrII y un sitio BsiWI en el extremo 3' de las 
secuencias de la cadena liviana lambda o kappa, respectivamente. Las secuencias VH amplificadas se digirieron 25
con HindIII/ApaI y se clonaron en el vector de expresión pCon_gammal (Lonza, Basilea, Suiza). Las secuencias 
lambda de de VL amplificadas se digirieron con HindIII/AvrII y se clonaron en el vector de expresión pCon_lambda2 
y las secuencias de VL kappa amplificadas se digirieron con HindIII/BsiWI y se clonaron en el vector de expresión 
pCon_kappa (Lonza, Basilea, Suiza). Las construcciones se verificaron mediante secuenciación antes de 
transfección en células de mamífero.30

Las secuencias de VH y VL de ADNc en sus vectores de expresión apropiados se transfectaron en células de 
mamífero utilizando el reactivo de transfección Fugene 6 (Roche, Basilea, Suiza). Brevemente, las células de los 
picos se cultivaron en placas de 6 pocillos a una concentración de 6 x 105 células por pocillo en 2 ml de medios de 
cultivo que contienen suero bovino fetal. Los vectores de expresión, que codifican las secuencias candidata de VH y 
VL, se co-transfectaron en las células utilizando el reactivo de transfección Fugene 6 de acuerdo con las 35
instrucciones del fabricante. Un día después de la transfección, el medio de cultivo se aspiró y se añadieron 3 ml de 
medio libre de suero fresco a las células y se cultivó durante tres días a 37 °C. Después de tres días del período del 
cultivo, el sobrenadante se recolectó para IgG purificada en columnas de flujo rápido Proteína G-Sepharose 4B
(Sigma, St. Louis, MO) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Brevemente, los sobrenadantes de las
células transfectadas se incubaron durante la noche a 4 °C con buffer de unión de IgG ImmunoPure (G) (Pierce, 40
Rockford IL). Las muestras luego se hicieron pasar sobre columnas de flujo rápido proteína G-Sepharose 4B y por 
consiguiente la IgG se purificó usando buffer de elución. La fracción IgG eluida luego se dializó frente a PBS y el 
contenido de IgG se cuantificó por absorción a 280 nm. La pureza y la integridad IgG se verificaron por SDS-PAGE.

EJEMPLO 17: Inhibición de IgG de la actividad biológica del interferón gamma

Dos scFv, AE1-4-R3-P2E4 (2E4) y A2-AD1-R4P1A9 (1A9), cuya actividad inhibitoria se había confirmado en contra 45
hIFNγ en ensayos funcionales cambiaron de formato en IgG como se describe en el Ejemplo 16 y analiza en el 
ensayo del gen indicador inducido por interferón gamma descripto en el Ejemplo 14. Los resultados mostrados en la 
Figura 23 indican que en un formato de IgG tanto 1A9 y 2E4 pueden neutralizar la actividad de hIFNγ con IC50 de 42 
nM y y 10 nM, respectivamente, mientras que un control negativo IgG (NI-0701) no tuvo ningún efecto en este 
ensayo. Así, estos dos candidatos aislados de las bancos de diversidad sintéticos y naturales pueden cambiar de 50
formato IgG completa y presentar actividad neutralizante contra el blanco seleccionado.

EJEMPLO 18: Desarrollo del ensayo farmacocinético para la detección de 5E3 en suero de rata.

Dos scFv AD15E3R3P1 A4 y AD25E3R3P1 GLL candidatos que se unen específicamente a un anticuerpo 
monoclonal de ratón 5E3 (Figura 19) cambiaron de formato en la IgG humana completa como se describe en el 
Ejemplo 16. La especificidad de la correspondiente IgG DA4 y G11 se confirmó en ELISA contra 5E3 de ratón y una 55
versión quimérica de este anticuerpo monoclonal en el que las regiones variables de ratón se han fusionado a 
regiones constantes de IgG de rata. Los resultados mostrados en la Figura 24 demuestran que las IgG de DA4 y Gll 
son específicas para la región variable de 5E3 ya que se unen 5E3 de ratón y rata quimérico y no a los controles de 
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isotipo de ratón y de rata. Estos dos anticuerpos monoclonales se utilizaron para desarrollar un ensayo para la 
cuantificación de 5E3 en suero de ratón para los estudios farmacocinéticos. Varias diluciones de suero de ratón se 
enriquecieron con 5 μg /ml de anticuerpo 5E3 de ratón y se diluyeron de forma seriada de tal manera que la 
concentración de suero se mantuvo constante durante toda la serie de dilución. Las placas Maxisorb (Nunc, 
Dinamarca) se recubrieron durante la noche con 1 μg/ml de IgG o IgG DA4 G11. Después de bloquear con PBS; las 5
diluciones seriadas de BSA 1% de las preparaciones de suero enriquecidas se añadieron a los pocillos. Después de 
la incubación y el lavado, la señal se reveló utilizando un anticuerpo monoclonal de cadena liviana kappa anti-ratón 
acoplado a peroxidasa de rábano picante (HRP) y un sustrato fluorescente (rojo Amplex; Invitrogen). Los resultados 
muestran que ambos anticuerpos se pueden utilizar para detectar específicamente el anticuerpo monoclonal de 
ratón 5E3 en suero de ratón (Figura 25). El límite de detección del 5E3 de ratón en el suero fue de aproximadamente 10
200 ng/ml y el ensayo no fue afectado significativamente por la concentración sérica, lo que indica que las IgG de 
DA4 e IgG G11 son altamente específicos para el 5E3 de ratón y no se unen a otra inmunoglobulina de ratón. Estos 
experimentos demuestran que los anticuerpos anti-idiotípicos altamente específicos se pueden aislar de las bancos
AEI y AD1 naturales o sintéticas.

EJEMPLO 19: Selección de fago usando bancos que contienen diversidad de CDRH3 capturada de ratones sin 15
exposición previa e inmunizado.

Los bancos MnA, MiB y MIC descriptas en los Ejemplos 8 y 9 se usaron en paralelo para las selecciones de fagos 
contra hIFNγ siguiendo el procedimiento descrito en el Ejemplo 11. Durante el proceso de selección se observó un 
enriquecimiento similar de fago (Figura 26).

Expresión de scFv en formato de placa de microtitulación: Los clones individuales se recogieron en una placa de 20
microtitulación que contienen 150 μl del medio 2xTYAG (glucosa 2) por pocillo y se cultivaron a 37 °C (100-120 rpm) 
durante 5-6 h. Las placas se centrifugaron a 280 rpm, el medio se descartó y los sedimentos celulares se 
resuspendieron en 100 μl de medio 2xTYA que contiene 1 mM de IPTG. Las placas se incubaron durante la noche a 
30 °C con agitación (100 rpm). Después del crecimiento, las placas se centrifugaron a 3200 rpm durante 10 min y el 
sobrenadante se transfirió cuidadosamente a una placa que contiene PBS concentrado 2x que contiene 5% de leche 25
en polvo descremada para el.

scFv ELISA: Las placas ELISA (Maxisorb, NUNC) se recubrieron durante la noche con 2 μg/ ml h1FNγ en PBS. Las 
placas de control se recubrieron con 2 µg/ml de BSA (Sigma). Después las placas se bloquearon con 3% leche 
descremada/PBS a temperatura ambiente durante 1 hora. Las placas se lavaron 3 veces con PBS 0,05% de Tween 
20 antes de transferir los sobrenadantes de scFv pre-bloqueados y se incubaron durante una hora a temperatura 30
ambiente. Las placas luego se lavaron 3 veces con PBS 0,05% Tween 20. Se añadieron 50 µl de leche descremada/ 
PBS que contiene anticuerpo (HRP) anti-cMyc conjugado (HRP) (Amersham, diluido 1: 5.000) a cada pocillo. 
Después de la incubación a temperatura ambiente durante 1 h, las placas se lavaron 5 veces con PBS 0,05% Tween 
20. El ELISA se reveló a continuación mediante la adición de 50 µl de Amplex Red (Invitrogen). La intensidad de 
absorción se leyó a 590 nm después de la excitación a 530 nm.35

La frecuencia de aciertos que dan una señal de la mitad de la intensidad del clon A6 de control se evaluó después 
de cada ronda de selección para las tres bancos (Figura 27). La tasa de aciertos obtenida con la biblioteca MiB fue 
marcadamente mayor en comparación con los otros dos bancos y el nivel medio de la señal fue superior para los 
clones derivados de la biblioteca MiB, lo que indica que los scFv de mayor afinidad estaban enriquecidos (Figura 
28). Con el fin de confirmar esta observación, se secuenciaron los clones positivos, se expresaron en mayor escala y 40
se purificaron para analizar en experimentos de unión de dosis respuesta de acuerdo con el Ejemplo 13. Los scFv 
derivados de la biblioteca MiB presentaron una mayor afinidad aparente por hIFNγ que los aislados de la biblioteca 
MnA naïve (Figura 29). Los resultados indican que el repertorio CDRH3 de ratones inmunizados con una proteína 
puede ser capturado en contexto de estructural del anticuerpo humano de una manera productiva para generar con 
mayor frecuencia fragmentos de anticuerpo humano de alta afinidad. Los bancos generados usando la presente 45
invención, por consiguiente representan un poderoso medio de generación de anticuerpos con potencial terapéutico.

Otras formas de realización

Aunque la invención se ha descrito junto con la descripción detallada, la descripción anterior pretende ilustrar y no 
limitar el alcance de la invención, que se define por el alcance de las reivindicaciones adjuntas. Otros aspectos, 
ventajas y modificaciones están dentro del alcance de las siguientes reivindicaciones.50
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Reivindicaciones:

1. Un método para producir una colección de ácidos nucleicos, donde cada ácido nucleico codifica un dominio 
variable de la inmunoglobulina humana que comprende una pluralidad de secuencias de la región determinante de 
complementariedad 3 (CDR3) aisladas separadamente del repertorio del dominio variable de la inmunoglobulina de 5
una especie de mamífero, aislado separadamente del repertorio del dominio variable de la inmunoglobulina de un 
ser humano, aislado separadamente del repertorio del dominio variable de la inmunoglobulina de una especie de 
mamífero no humano, o aislado separadamente de los dominios variables de la inmunoglobulina de un mamífero no 
humano humanizado, el método que comprende:

(a) proporcionar una pluralidad de secuencias de ácidos nucleicos de la estructura aceptora que codifican10
dominios variables de inmunoglobulina humana distintos, cada secuencia de ácidos nucleicos de la estructura 
aceptora que comprende una primera región estructural (FR1), una segunda región estructural (FR2), una tercera 
región estructural (FR3), y una cuarta región estructural (FR4), donde las regiones FR1 y FR2 están intercaladas en
una región determinante de complementariedad 1 (CDR1), las regiones FR2 y FR3 están intercaladas en una región 
determinante de complementariedad 2 (CDR2), y las regiones FR3 y FR4 están intercaladas en una secuencia de 15
ácidos nucleicos de relleno que comprende al menos dos sitios de reconocimiento de la enzimas de restricción Tipo 
IIs intercalados en una secuencia de ácidos nucleicos aleatoria;

(b) proporcionar una pluralidad de secuencias de ácidos nucleicos diversificadas que codifican las secuencias 
de la región determinante de complementariedad 3 (CDR3) aisladas del repertorio de inmunoglobulina de la especie 
de mamífero donde cada una de la pluralidad de secuencias de ácidos nucleicos diversificadas comprende un sitio 20
de reconocimiento de las enzimas de restricción Tipo IIs en cada extremidad;

(c) digerir cada una de la pluralidad de las secuencias de ácidos nucleicos que codifica las regiones CDR3
usando una enzima de restricción Tipo II que se une al sitio de reconocimiento de la enzima de restricción Tipo IIs de 
la etapa (b) y digerir la secuencia de ácidos nucleicos de relleno de la etapa (a) de la estructura aceptora usando 
una enzima de restricción Tipo II que se une al sitio de reconocimiento de la enzima de restricción Tipo IIs de la 25
etapa (a); y

(d) ligar las secuencias de ácidos nucleicos digeridas que codifican las regiones de CDR3 o las secuencias de 
aminoácidos de la etapa (c) en la estructura aceptora digerida de la etapa (c) de modo que las regiones FR3 y FR4
se intercalan en las secuencias de ácidos nucleicos que codifican la región CDR3 o la secuencia de aminoácidos 
que puede cumplir el papel de una región CDR3 y se restauran secuencias que codifican el dominio variable de la 30
inmunoglobulina completa que no contienen los sitios de reconocimiento de la enzimas de restricción Tipo IIs de las
etapas (a) y (b).

2. El método de la reivindicación 1, donde la etapa (b) se realiza mediante amplificación de la secuencia 
CDR3 de una especie de mamífero usando cebadores de oligonucleótidos que contienen un sitio de restricción Tipo 
IIs, donde la etapa (b) se realiza mediante la amplificación de la secuencia CDR3 de una especie de mamífero no 35
humano usando cebadores de oligonucleótidos que contienen un sitio de restricción FokI IIs, o donde la etapa (b) se 
realiza mediante la amplificación de la secuencia CDR3 del mamífero no humano inmunizado usando cebadores de 
oligonucleótidos que contienen un sitio de restricción Tipo IIs.

3 El método de la reivindicación 2, donde el cebador de oligonucleótido se diseña para aumentar la 
compatibilidad entre la secuencia de CDR3 de mamífero y la estructura aceptora que codifica un dominio variable de 40
la inmunoglobulina humana.

4. El método de la reivindicación 3, donde el cebador de oligonucleótido se diseña para modificar una
secuencia de ácidos nucleicos en un límite de la secuencia de CDR3 de mamífero para producir una compatible 
secuencia de nucleótidos cohesiva en la estructura aceptora que codifica un dominio variable de la inmunoglobulina
humana.45

5. El método de la reivindicación 1, donde la especie no humana es primates no humanos, roedores, caninos, 
felinos, ovejas, cabras, vacas, caballos, un miembro de la familia de los camélidos, llama, camello, dromedario, o 
cerdo.

6. El método de la reivindicación 1, donde los sitios de reconocimiento de la enzima de restricción Tipo IIs de 
la etapa (a) y la etapa (b) son reconocidos por una enzima de restricción Tipo IIs diferente.50

7. El método de la reivindicación 6, donde los sitios de reconocimiento de la enzimas de restricción Tipo IIs
son sitios de reconocimiento BsmBI, sitios de reconocimiento BsaI, sitios de reconocimiento FokI o una combinación 
de estos.

8. El método de la reivindicación 1, donde las secuencias de ácidos nucleicos diversificadas que codifican las
secuencias CDR3 codifican secuencias CDR3 de la cadena pesada (CDR H3), o donde las secuencias de ácidos 55
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nucleicos diversificadas que codifican las secuencias CDR3 codifican secuencias CDR3 (CDR L3) de cadena liviana.

9. El método de la reivindicación 1, donde la secuencia de ácidos nucleicos de la estructura aceptora
comprende una secuencia del gen variable de la cadena pesada humana seleccionada de VH1-2, V1-11-69, VH1-
18, VH3-30, VH3-48, VH3-23, y VH5-51.

10. El método de la reivindicación 1, donde la secuencia de ácidos nucleicos de la estructura aceptora5
comprende una secuencia del gen variable de la cadena liviana kappa humana, opcionalmente, donde la secuencia 
del gen variable de la cadena liviana kappa humana se selecciona de VK1-33, VKI-39, VK3-11, VK3- 15, y VK3-20, o
una secuencia del gen variable de la cadena liviana lambda humana, opcionalmente, donde la secuencia del gen 
variable de la cadena liviana lambda humana se selecciona de VL1-44 y VL1-51.

11. El método de la reivindicación 1, donde la pluralidad de las secuencias de ácidos nucleicos de la estructura 10
aceptora comprende una mezcla de al menos una secuencia de ácidos nucleicos de la estructura aceptora de la 
cadena pesada (VH) variable y al menos una secuencia de ácidos nucleicos de la estructura aceptora de la cadena 
liviana variable.

12. El método de la reivindicación 1, que además comprende las etapas de (e) clonar la biblioteca de ácidos 
nucleicos que codifican los dominios variables de la inmunoglobulina de la etapa (d) en un vector de expresión y (f) 15
transformar el vector de expresión de la etapa (e) en una célula huésped y cultivar la célula huésped en condiciones 
suficientes para expresar una pluralidad de dominio variable de la inmunoglobulina codificado por la biblioteca.

13. El método de la reivindicación 12, donde la célula huésped es E. coli.

14. El método de acuerdo con la reivindicación 12, donde el vector de expresión es un fagémido o un vector 
fago.20
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