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DESCRIPCION
Direccionamiento y seguimiento de antigenos en células vivas

La presente invencién se refiere a un método para detectar la presencia, cantidad o localizacién subcelular de una
estructura antigénica de interés en una célula, que comprende las etapas de: (a) (i) expresar una proteina de fusion
dirigida a la estructura antigénica de interés en dicha célula o (ii) introducir una proteina de fusion dirigida a la estructura
antigénica de interés y acoplada con un (poli)péptido capaz de transducirse en dicha célula; en el que dicha proteina de
fusién comprende una primera secuencia (poli)peptidica que comprende la regién variable de un anticuerpo de cadena
pesada de Camelidae y una segunda secuencia (poli)peptidica, que es una proteina detectable y es preferentemente de
una proteina fluorescente o cromdfora, en el que dicha (1.) la primera secuencia (poli)peptidica se codifica por la
secuencia de acido nucleico SEQ ID NO: 2 o esta codificada por una secuencia de acido nucleico con al menos el 70%
de identidad de secuencia; y (2.) la segunda secuencia (poli)peptidica es una proteina detectable: preferentemente (a.)
la proteina verde fluorescente de Aequorea victoria codificada por la secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO: 7, o un
mutante fluorescente o fragmento del mismo; (b.) la proteina fluorescente roja de Discosoma (DsRed) codificada por la
secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO: 9, o un mutante fluorescente o fragmento de la misma; o (c.) un homdlogo
funcional de (a.) o (b.) con al menos 80% de identidad de secuencia que conserva la actividad fluorescente de la
proteina de fusion, (b) revelar la presencia, cantidad o localizacion subcelular de dicha estructura antigénica de interés,
si la hubiera, en dicha célula por medio de dicha proteina detectable; en el que dicha primera secuencia (poli)peptidica
se localiza en el extremo N-terminal de dicha segunda secuencia (poli)peptidica, estando dichas secuencias
opcionalmente separadas por un enlazador de al menos un resto de aminoacido. Ademas, se describe una proteina de
fusion que comprende una primera secuencia (poli)peptidica que comprende la regién variable de un anticuerpo de
cadena pesada de Camelidae (incluyendo cualquier camello o dromedario) y una segunda secuencia (poli)peptidica,
que es una proteina detectable, preferentemente derivable de una proteina detectable, por ejemplo fluorescente,
cromofora o fosforescente, en la que dicha (a) primera secuencia (poli)peptidica esta codificada por la secuencia del
acido nucleico SEQ ID NO: 11, 31, 13 o 15; y (b) segunda secuencia (poli)peptidica, si deriva de una proteina
fluorescente o cromofora, es (i) la proteina verde fluorescente derivable de Aequorea victoria codificada por la secuencia
de &cido nucleico SEQ ID NO: 7, o un mutante o fragmento fluorescente de la misma; (ii) la proteina roja fluorescente
derivable de Discosoma (DsRed) codificada por la secuencia de acido nucleico SEQ ID NO: 9, o un mutante
fluorescente o fragmento del mismo; o (iii) un homdlogo funcional de (i) o (ii) con al menos el 80% de identidad de
secuencia; en la que dicha primera secuencia (poli)peptidica se localiza en direccion N-terminal de dicha segunda
secuencia(poli) peptidica, separandose opcionalmente dichas secuencias por un enlazador de al menos un resto de
aminoacido. Finalmente se describe un método para purificar una estructura antigénica de interés, que comprende a)
poner en contacto una muestra que contiene dicha estructura antigénica con |. una proteina de fusion dirigida a dicha
estructura antigénica, en la que dicha proteina de fusion comprende una primera secuencia (poli)peptidica que
comprende la region variable de un anticuerpo de cadena pesada de Camelidae y una segunda secuencia
(poli)peptidica, que es una proteina detectable, preferentemente derivable de una proteina fluorescente o cromofora, en
la que dicha (1.) primera secuencia (poli)peptidica estd compuesta por marco 1, CDR1, marco 2, CDR2, marco 3, y
CDR3, codificadas por la secuencia del acido nucleico SEQ ID NO: 2 o codificadas por una secuencia de un acido
nucleico con al menos 70% de identidad de secuencia o un fragmento de la misma; y (2.) segunda secuencia
(poli)peptidica es una proteina detectable, preferentemente (i) la proteina verde fluorescente derivable de Aequorea
victoria codificada por la secuencia de acido nucleico de SEQSEQ ID NO: 7, o un mutante o fragmento fluorescente de
la misma; (ii) la proteina roja fluorescente derivable de Discosoma (DsRed) codificada por la secuencia del acido
nucleico SEQ ID NO: 9, o un mutante fluorescente o fragmento del mismo; o (iii) un homdlogo funcional de (i) o (ii) con al
menos 80% de identidad de secuencia; en la que dicha primera secuencia (poli)peptidica esta localizada en direccion N-
terminal o C-terminal de dicha segunda secuencia (poli)peptidica, separandose opcionalmente dichas secuencias por un
enlazador de al menos un resto de aminoacido, o Il. un (poli)péptido que comprende la region variable de un anticuerpo
de cadena pesada de Camelidae, compuesta por marco 1, CDR1, marco 2, CDR2, marco 3 y CDR3, codificado por la
secuencia del acido nucleico SEQ ID NO: 2 o codificado por una secuencia de un acido nucleico con al menos 70% de
identidad de secuencia o un fragmento de la misma; en la que la proteina de fusién esta unida a un soporte sélido; b)
opcionalmente lavar el soporte sélido de la etapa a) para retirar componentes unidos de forma no especifica; c) eluir la
estructura antigénica.

Todas o cualquier combinacion de las etapas (incluyendo solamente etapas unicas) llevadas a cabo en el método de la
presente invencion y citadas a lo largo de la presente memoria descriptiva pueden llevarse a cabo en cualquier
combinacion de in vivo, ex vivo o in vitro.

Los anticuerpos son herramientas valiosas para identificar y visualizar estructuras celulares. Desafortunadamente, la
aplicacion de anticuerpos de origen natural para la deteccidon de antigenos intracelulares requiere la permeabilizacion (y
con frecuencia fijacion) de células. Ademas, la deteccion de antigenos basada en anticuerpos dentro de células intactas
se evita esencialmente por el hecho de que estan, por naturaleza, disefiadas para actuar en un ambiente oxidante
(extracelular): el ambiente reductor en el citoplasma conduce a una formacion de enlaces disulfuro deficiente, dando
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como resultado un ensamblaje ineficaz de partes de reconocimiento de los epitopos de la cadena ligera y pesada
variables'?. Solamente en algunos casos se han usado anticuerpos intracelulares (ICAb) para afectar a la funcion
proteica in vivo pero aun se sabe poco acerca de sus propiedades en células vivas®”.

En un intento de evitar los problemas asociados con la aplicaciéon de anticuerpos en el citoplasma de células intactas, se
ha estudiado en el pasado la expresion proteica fusionando las proteinas de interés con proteinas fluorescentes,
habitualmente GFP (“marcaje con GFP”). El marcaje con GFP se ha convertido en un método extremadamente popular
para estudiar el trafico intracelular de proteinas y, en combinacion con técnicas de fotoblanqueo de fluorescencia, ha
proporcionado informacién Unica sobre la dinamica proteica en células vivas. Sin embargo, solamente puede medirse la
dinamica de proteinas quiméricas, mientras que las proteinas auténticas, su modificacién postraduccional asi como
componentes no proteicos de la célula, no pueden evaluarse por los métodos disponibles. Para superar estas
limitaciones, seria deseable generar agentes de unién proteicos detectables que eviten los problemas y limitaciones de
los anticuerpos de origen natural y establecer su aplicacién en la célula viva preferentemente evitando la interferencia
con procesos celulares.

Por lo tanto, el problema técnico que subyace a la presente invencion fue proporcionar nuevos métodos y compuestos
que permitan la deteccion intracelular de antigenos en células intactas. La solucién a este problema técnico se consigue
proporcionando las realizaciones caracterizadas en las reivindicaciones.

En consecuencia, la presente invencion se refiere a un método para detectar la presencia, cantidad o localizacion
subcelular de una estructura antigénica de interés en una célula, que comprende las etapas de: (a) (i) expresar una
proteina de fusion dirigida a la estructura antigénica de interés en dicha célula o (i) introducir una proteina de fusion
dirigida a la estructura antigénica de interés y acoplada a un (poli)péptido capaz de transducirse a dicha célula;
comprendiendo dicha proteina de fusidon una primera secuencia (poli)peptidica que comprende la region variable de un
anticuerpo de cadena pesada de Camelidae y una segunda secuencia (poli)peptidica preferentemente de una proteina
fluorescente o croméfora, en la que dicha (1.) primera secuencia (poli)peptidica esta codificada por la secuencia del
acido nucleico SEQ ID NO: 2 o codificada por una secuencia de acido nucleico con al menos el 70% de identidad con la
misma y dicho segundo polipéptido, que es un (poli)péptido detectable (tal como un marcador) y preferentemente de una
proteina fluorescente o cromoéfora, preferentemente la proteina verde fluorescente de Aequorea victoria codificada por la
secuencia del acido nucleico SEQ ID NO: 7, o un mutante o fragmento fluorescente de la misma; b. la proteina roja
fluorescente derivable de Discosoma (DsRed) codificada por la secuencia del acido nucleico SEQ ID NO: 9, o un
mutante o fragmento fluorescente de la misma; o c. un homologo funcional de a. o b. con al menos el 80% de identidad
de secuencia que conserva la actividad fluorescente de la proteina de fusion; (b) revelar la presencia, cantidad como
localizacion subcelular de dicha estructura antigénica de interés, si la hubiera, en dicha célula por medio de dicha
proteina detectable; estando dicha primera secuencia (poli)peptidica en direccion N-terminal de dicha segunda
secuencia (poli)peptidica, separandose opcionalmente dichas secuencias por un enlazador de al menos un resto de
aminoacido.

La expresidon “localizacion subcelular” o “distribucion” se refiere a la presencia de un compuesto, por ejemplo una
proteina o un antigeno, dentro de la célula, en la célula o relacionada/conectada a la célula.

La expresion “estructura antigénica” o “antigeno” se refiere a cualquier tipo de compuesto capaz de inducir una
respuesta inmune. Un antigeno puede ser un compuesto molecular pequefio o una macromolécula tal como una
proteina o una molécula de acido nucleico o fragmentos de las mismas asi como combinaciones de moléculas grandes
y moléculas pequefias acopladas por ejemplo por enlace quimico. En particular, dichos fragmentos pueden comprender
o consistir en, por ejemplo, modificaciones post-traduccionales tales como fosforilacion, metilacion o glicosilacion. En el
contexto de la presente invencion, las expresiones se usan para describir dianas celulares de las proteinas de fusion
usadas para llevar a cabo el método de la invencién. La parte del anticuerpo, que deriva de anticuerpos de Camelidae,
puede dirigirse a cualquier estructura contra la que pueden inducirse anticuerpos.

De acuerdo con la presente invencion dicha proteina de fusion puede prepararse por un método para generar una
proteina detectable capaz de unirse a un antigeno de interés, que comprende las etapas de: (a) obtener de una célula
productora de anticuerpos de Camelidae o un grupo de tales células, una primera molécula de acido nucleico o un grupo
de tales moléculas de acido nucleico, que codifica la region variable de una inmunoglobulina o producir de forma
recombinante o (semi)sintética dicha primera molécula de acido nucleico o grupo de primeras moléculas de acido
nucleico; (b) opcionalmente seleccionar de dicho grupo una molécula de acido nucleico particular que codifica la region
variable de una inmunoglobulina especifica; (c) fusionar la regién codificante de la primera molécula de acido nucleico,
que codifica la region variable de una inmunoglobulina en fase con la regiéon codificante de una segunda molécula de
acido nucleico, que codifica un (poli)péptido marcador detectable, en la que la regién codificante de la primera molécula
de acido nucleico esta localizada en 5' de la region codificante de la segunda molécula de acido nucleico y en la que las
regiones codificantes se separan opcionalmente por una region codificante que codifica un enlazador de al menos un
resto de aminoacido; y (d) expresar la molécula de acido nucleico fusionada que codifica la proteina de fusién en una
célula o extracto sin células.
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A lo largo de la presente invencion la expresion “dirigido a” se usa para describir la propiedad de una proteina de fusion
o (poli)péptido como se ha mencionado en la presente memoria descriptiva para unirse especificamente a una
estructura antigénica. Esta union especifica excluye, o esencialmente excluye, la union de antigenos cercanamente,
relacionados estructuralmente, habitualmente conocida en la técnica como reactividad cruzada. La unién especifica
puede medirse, por ejemplo, en ensayos de ELISA u otros ensayos inmunolégicos en los que la estructura antigénica de
interés se une al pocillo de una placa de ELISA y se unen antigenos estructuralmente relacionados a diferentes pocillos
de esta placa de ELISA. Si la proteina de fusidén se une solamente a la estructura antigénica (antigeno) de interés, no
habra sefial mas alla del nivel de fondo o esencialmente mas alla del nivel de fondo (es decir, como maximo 25% por
encima del nivel de fondo) cuando se evalule la unién con respecto a los antigenos relacionados.

La expresion “(poli)péptido capaz de transducirse en dicha célula” se refiere a la capacidad de ciertas proteinas para
transducirse, es decir translocarse, del exterior de una célula al interior. El mecanismo ain es en gran medida
desconocido. Los (poli)péptidos capaces de transducirse son principalmente basicos. La proteina de fusion se
translocara a la célula junto con la molécula de transduccion.

El término “(poli)péptido” se refiere alternativamente a péptidos o a polipéptidos. Los péptidos convencionalmente son
aminoacidos ligados covalentemente de hasta 30 restos, mientras que los polipéptidos (también denominados en el
presente documento “proteinas”) comprenden 31 y mas restos de aminoacidos.

Las expresiones “proteina detectable” y “(poli)péptido detectable” y “(poli)péptido marcador detectable” se refieren a
(poli)péptidos que son detectables por medios visuales o dan lugar a un producto detectable por medios visuales (tal
como sucede con las enzimas). Por ejemplo, tras la excitacion o mediante escision de un sustrato cromogénico, dichas
proteinas/(poli)péptidos dan como resultado la emisién de energia o color detectable. En este sentido, la proteina debe
entenderse como una proteina marcada de forma detectable, correspondiente al segundo (poli)péptido (que es el
marcador). En una realizacion preferida de la presente invencion dichas proteinas detectables o (poli)péptidos
marcadores detectables son (poli)péptidos fluorescentes, fosforescentes o cromoéforos. De hecho, cualquier (poli)péptido
que dé como resultado, después de exposicién a una energia de excitacion, la emisién de energia detectable, se
entiende de acuerdo con la presente invencién como un marcador detectable. En una realizacion particular de la
presente invencion, la energia emitida desde una primera proteina puede transferirse a una segunda proteina detectable
(diferente) que también es excitable y que puede emitir la energia obtenida de la primera proteina detectable. Un
ejemplo de dicha resonancia de energia es el sistema de FRET que puede adaptarse de acuerdo con las ensefianzas
de la presente invencion. La expresion “energia emitida...” preferentemente se refiere a fluorescencia, fosforescencia o
la emision de luz con una longitud de onda particular que es detectable.

La expresion “célula productora de anticuerpos de Camelidae” se refiere a cualquier célula de Camelidae capaz de
producir anticuerpos. Dichas células incluyen células del sistema linfatico tales como células del bazo. En particular, las
células productoras de anticuerpos pueden obtenerse o derivarse de linfocitos B. Preferentemente, la primera molécula
de acido nucleico se obtiene de linfocitos de sangre periférica (PBL). Sin embargo, puesto que la informacion genética
completa esta presente en cualquier célula del organismo, al menos a nivel tedrico, la primera molécula de acido
nucleico también puede derivar de células no linfaticas. Incluso aunque las ensefianzas de la presente invencion se
realizan preferentemente usando células que han experimentado recombinacion somatica para generar exones de la
region V intactos, debe observarse que también puede generarse un exon de la region V intacto por técnicas de ADN
recombinante. El término Camelidae se refiere a la familia de Camelidae que incluye el género Camelus que comprende
las especies Camelus bactrianus (Camello Bactriano) y Camelus dromedarius (dromedario), el género Lama que
comprende las especies Lama glama (llama), Lama guanicoe (guanaco) y Lama pacos (alpaca) y el género Vicugna que
comprende la especie Vicugna vicugna (Vicufia). Los Camelidae preferidos incluyen Camelus bactrianus, Camelus
dromedarius y Lama pacos.

La expresion “molécula de acido nucleico” como se usa a lo largo de la memoria descriptiva de la presente invencion se
refiere a ADN o ARN, incluyendo ADN genémico, ADNc, ARNm, ARNhn.

La expresion “obtener de... una primera molécula de acido nucleico” se refiere al uso de la molécula de acido nucleico
que codifica la region variable de la inmunoglobulina. Un ejemplo de la obtencidon de una molécula de acido nucleico es
el aislamiento fisico de dicha molécula de acido nucleico de una célula. Dicha molécula de acido nucleico puede por
ejemplo obtenerse usando clonacion convencional y procedimientos de exploracion, tales como los de clonacion de
ADNCc usando ARNm como material de partida.

Otro ejemplo de obtencion de una molécula de acido nucleico implica amplificaciéon de acidos nucleicos. De hecho, en
muchos casos, una primera etapa de aislamiento fisico de la molécula de acido nucleico puede preceder a una segunda
etapa de amplificacién del acido nucleico. En el caso de que la molécula de acido nucleico sea una molécula de ARN tal
como ARNhn o ARNm, la secuencia de nucleétidos de dicha molécula puede transcribirse de forma inversa a ADN.
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El término “amplificacion” o “amplificar” significa aumentar el numero de copias. El experto en la materia conocera
diversos métodos para amplificar moléculas de acido nucleico, estos métodos también pueden usarse en los métodos
de la presente invencién. Los métodos de amplificacion incluyen, pero sin limitacion, “reaccion en cadena de la
polimerasa” (PCR), “reaccién en cadena de la ligasa” (LCR, documento EPA320308), “reaccion de sonda ciclica” (CPR),
“amplificacion por desplazamiento de cadena” (SDA, Walker et al. 1992, Nucleic Acid Res. 7: 1691-1696), “sistemas de
amplificacion basados en transcripcion” (TAS, Kwoh et al. 1989, Proc. Nat. Acad. Sci. USA 86: 1173; Gingeras et al.,
solicitud de PCT WO 10315/88). Preferentemente, la amplificacion de ADN se consigue usando reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR) [Methods in Molecular Biology, Vol. 226 (Bartlett J. M. S. y Stirling D., eds.): PCR protocols, 22
edicién; PCR Technology: Principles and Applications for DNA Amplification (Erlich H. a., ed.), Nueva York 1992; PCR
Protocols: A guide to methods and applications (Innis M. A. et al., eds.), Academic Press, San Diego 1990]. Los métodos
de amplificaciéon de acido nucleico pueden ser particularmente Utiles en casos en los que la muestra contiene solamente
cantidades pequefias de acido nucleico. Si dicho acido nucleico es ARN, puede realizarse una RT-PCR. Posteriormente,
puede realizarse otra etapa de amplificacion que implique PCR. Como alternativa, si dicho acido nucleico contenido en
la muestra es ADN, puede realizarse PCR.

La PCR, en general, consiste en muchas repeticiones de un ciclo que consiste en: (a) una etapa de desnaturalizacion,
que funde ambas hebras de una molécula de ADN; (b) una etapa de hibridacion, que permite a los cebadores hibriden
especificamente con las hebras fundidas de la molécula de ADN; y (c) una etapa de extension, que elonga los
cebadores hibridados usando la informacién proporcionada por la hebra molde. En general, puede realizarse PCR por
ejemplo en una mezcla de reaccion de 50 pl que contiene 5 pl de tampén de PCR 10x con MgCl» 1,5 mM, 200 uM de
cada desoxinucledsido trifosfato, 0,5 ul de cada cebador (10 uM), aproximadamente 10 a 100 ng de ADN molde y de 1 a
2,5 unidades de Taq polimerasa. Los cebadores para la amplificacién pueden estar marcados o no estar marcados. La
amplificacion de ADN puede realizarse, por ejemplo, con un termociclador modelo 2400 (Applied Biosystems, Foster
City, CA): 2 minutos a 94°C, seguido de 35 ciclos consistentes en hibridacion (30 segundos a 50°C), extensién (1 minuto
a 72°C), desnaturalizacion (10 segundos a 94°C) y una etapa de hibridacion final a 55°C durante 1 minuto asi como una
etapa de extension final a 72°C durante 5 minutos. Sin embargo, el experto en la materia sabe cémo optimizar estas
condiciones para la amplificacion de moléculas de acido nucleico especificas o reducir la escala o aumentar el volumen
de la mezcla de reaccion.

Un método adicional de amplificacion de acido nucleico es la “reaccién en cadena de la polimerasa de transcriptasa
inversa” (RT-PCR). Este método se usa cuando el acido nucleico para amplificar consiste en ARN. La expresion
“transcriptasa inversa” se refiere a una enzima que cataliza la polimerizacion de desoxirribonucleédsido trifosfatos para
formar productos de extensiéon de cebadores que son complementarios de un molde de acido ribonucleico. La enzima
inicia la sintesis en el extremo 3' del cebador y continta hacia el extremo 5' del molde hasta que termina la sintesis. Son
ejemplos de agentes de polimerizacion adecuados que convierten la secuencia diana de ARN en una secuencia de ADN
copia (ADNc) complementaria, la transcriptasa inversa del virus de la mieloblastosis aviar y la ADN polimerasa de
Thermus thermophilus, una ADN polimerasa termoestable con actividad transcriptasa inversa comercializada por Perkin
Elmer. Tipicamente, el molde bicatenario de ARN/ADNc genémico se desnaturaliza por calor durante la primera etapa
de desnaturalizacion posterior a la etapa de transcripcion inversa inicial dejando la hebra de ADN disponible como un
molde de amplificacion. Las polimerasas adecuadas para su uso con un molde de ADN incluyen, por ejemplo, la ADN
polimerasa | de E. coli o su fragmento Klenow, la ADN polimerasa T4, la Tth polimerasa y la Taq polimerasa, una ADN
polimerasa estable frente al calor aislada de Thermus aquaticus y desarrollada y fabricada por Hoffmann-La Roche y
disponible en el mercado de Perkin Elmer. Esta ultima enzima se usa ampliamente en la amplificacién y secuenciacion
de acidos nucleicos. Las condiciones de reaccion para usar la Taq polimerasa se conocen en la técnica y se describen,
por ejemplo, en: PCR Technology, Erlich, H. A. 1989, Stockton Press, Nueva York; o en: Innis, M. A, D. H. Gelfand, J. J.
Sninsky y T. J. White. 1990, PCR Protocols: A guide to methods and applications. Academic Press, Nueva York. La RT
de alta temperatura proporciona mayor especificidad de cebadores y mejor eficacia. La Solicitud de Patente en Estados
Unidos N° de serie 07/746.121, presentada el 15 de agosto de 1991, describe una “RT-PCR homogénea” en la que los
mismos cebadores y polimerasa son suficientes para las etapas tanto de transcripcién inversa como de amplificacion por
PCR, y las condiciones de reaccion se optimizan de modo que ambas reacciones se produzcan sin cambio de reactivos.
La ADN polimerasa de Thermus thermophilus, una ADN polimerasa termoestable que puede actuar como una
transcriptasa inversa, puede usarse para todas las etapas de extension de cebadores, independientemente del molde.
Ambos procesos pueden realizarse sin tener que abrir el tubo para cambiar o afiadir reactivos; solamente debe ajustarse
el perfil de temperatura entre el primer ciclo (molde de ARN) y el resto de los ciclos de amplificacion (molde de ADN). La
reaccion de RT puede realizarse, por ejemplo, en una mezcla de reaccion de 20 ul que contiene: 4 ul de tampoén ANV-
RT 5x. 2 ul de Oligo dT (100 ug/ml), 2 ul de dNTP 10 mM, 1 ul de ARN total, 10 unidades de transcriptasa inversa AMV,
y H20 hasta un volumen final de 20 pl. La reaccién puede, por ejemplo, realizarse usando las siguientes condiciones: la
reaccion se mantiene a 70°C durante 15 minutos para permitir la transcripcion inversa. La temperatura de reaccion se
eleva después a 95°C durante 1 minuto para desnaturalizar la doble cadena ARN-ADNc. A continuacion, la temperatura
de reaccién experimenta dos ciclos de 95°C durante 15 segundos y 60°C durante 20 segundos seguido de 38 ciclos de
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90°C durante 15 segundos y 60°C durante 20 segundos. Finalmente, la temperatura de reaccién se mantiene a 60°C
durante 4 minutos para la etapa de extension final, se enfria a 15°C, y se mantiene a esa temperatura hasta el
procesamiento posterior de la muestra amplificada. Cualquiera de las condiciones de reaccién anteriormente
mencionadas puede aumentarse de escala de acuerdo con las necesidades del caso particular.

La expresion “un grupo de dichas moléculas de acido nucleico” se refiere a dos o0 mas moléculas de acido nucleico que
pueden obtenerse de una pluralidad de células, preferentemente de forma simultanea. Estas moléculas pueden ser
idénticas en secuencia o pueden diferir. En una realizacion preferida de la presente invencion, las moléculas de acido
nucleico contenidas en dicho grupo de moléculas de acido nucleico solo difieren en los codones de la llamada “region
determinante de complementariedad” (CDR) que forma una region crucial dentro del bolsillo de union de la
inmunoglobulina, que es responsable de determinar su especificidad antigénica.

El término “inmunoglobulina” como se usa en el presente documento se refiere a cualquier molécula que comprenda un
pliegue de inmunoglobulina o dominio de inmunoglobulina. Los dominios o pliegues de inmunoglobulina son elementos
caracteristicos de las proteinas de la superfamilia de proteinas inmunoglobulina que incluyen moléculas tales como
anticuerpos, receptores de linfocitos T y moléculas del CMH. Hay dos tipos principales de dominio de inmunoglobulina,
dominios C con una lamina de tres cadenas y una de cuatro cadenas, y dominios V con una cadena extra en cada
lamina.

La expresion “la region variable de una inmunoglobulina” o “el dominio variable de una inmunoglobulina” se refiere al
dominio mas amino-terminal de una inmunoglobulina, que se forma por recombinacién de segmentos génicos V, Dy J
durante el desarrollo de los linfocitos. La regién variable comprende tres regiones de variabilidad de secuencia particular
que se denominan regiones hipervariables y se indican como HV1, HV2 y HV3. El resto de los dominios V muestran
menos variabilidad de secuencia y las regiones entre las regiones hipervariables, que son relativamente invariantes, se
denominan regiones marco conservadas (FR1, FR2, FR3 y FR4). Las regiones hipervariables estan formadas por bucles
en la estructura del dominio V, que forman juntos el sitio de unidon a antigenos de la inmunoglobulina. Como los tres
bucles hipervariables constituyen el sitio de union para el antigeno y determinan la especificidad formando una
superficie complementaria al antigeno, se denominan mas habitualmente regiones determinantes de
complementariedad, o CDR, y se indican con CDR1, CDR2 y CDRS3. En el caso de los anticuerpos de cadena pesada
de origen natural (HCAb) observados en Camelidae®, el sitio de unién a antigeno se forma solamente a partir de la
region determinante de complementariedad de la cadena pesada, mientras que en los anticuerpos convencionales el
sitio de unién al antigeno se forma a partir de la regiéon determinante de complementariedad de la cadena tanto ligera
como pesada.

Como se usa en el presente documento, la region variable comprende preferentemente los restos de aminoacidos 1 a
117 como se codifican por la secuencia del acido nucleico SEQ ID NO: 1.

Sin embargo, la expresidon “region variable” también se refiere a mutantes de los mismos que contienen una o mas
mutaciones que conservan preferentemente la especificidad de union de la region variable no mutada que puede ser
una region o tramo de aminoacidos de origen natural. El término “mutacion” como se usa a lo largo de la memoria
descriptiva de la presente invencion se refiere a delecién, adicién o sustitucién de un resto de aminoacido. “Uno o mas”
significa 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 o 10 pero también hasta 15 o incluso 20 restos de aminoacidos. La mutacion puede
residir en posicion N- o C-terminal o dentro de la regién variable. Preferentemente, la region variable comprende tres
CDR intactas. Sin embargo, es concebible que en casos particulares aun sea posible la unién suficiente de antigenos
con solamente dos o incluso con una CDR. En tales casos se prefiere que una de las CDR restantes sea CDR3. Un
aspecto central de la presente invencion es la provision de moléculas de fusion capaces de reconocer un antigeno. Para
mejorar el reconocimiento de antigenos, puede ser deseable sustituir uno o mas restos de aminoacidos.
Preferentemente, esta sustitucion puede realizarse en CDR1, CDR2 y/o CDR3. Puede elegirse un enfoque aleatorio o
un enfoque selectivo para generar estos mutantes de sustitucion. En ocasiones puede ser necesario intercambiar restos
de aminoacidos adicionales fuera de las CDR para generar anticuerpos con suficiente estabilidad o suficiente afinidad a
un antigeno dado. A diferencia de los dominios VH de anticuerpos convencionales, los dominios VHH de anticuerpos de
cadena pesada de camello se expresan de forma eficaz como proteinas recombinantes no agregantes solubles debido a
sustituciones hidréfilas Unicas en el marco 2: V37F/Y, G44E, L45R. Esto muestra la importancia de los restos de
aminoacidos fuera de las CDR para la estabilidad y solubilidad de los fragmentos. Una mutagénesis dirigida a uno o mas
restos de aminoacidos podria conducir a una mejora de la estabilidad o solubilidad. También pueden introducirse
sustituciones de aminoacidos fuera de las CDR para humanizar VHH de camélido (esto se resume en una revision de
Muyldermans S., 2001, Reviews in Molecular Biology, 74:277-302).

La expresion “seleccionar... una molécula de acido nucleico particular que codifica la region variable de una
inmunoglobulina especifica” se refiere a una etapa de seleccidon que puede realizarse opcionalmente como parte del
método de la presente invencion y para identificar moléculas de acido nucleico con afinidad particularmente fuerte por
un antigeno dado. Para este fin, se expresan los diversos dominios variables codificados por la primera molécula de
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acido nucleico. Después de la expresion, se ensaya la afinidad de los dominios variables con un antigeno especifico. El
ensayo puede realizarse por cualquier técnica adecuada conocida por el experto en la materia incluyendo ELISA, RIA,
EIA, FACS, MS-MALDI, etc. En un ejemplo, la regidn variable se expresa en la superficie de un fago o virus. El contacto
del fago o virus con un antigeno de interés permitira aislar moléculas de acido nucleico que codifiquen regiones
variables con afinidad suficientemente alta por el antigeno. Dichos sistemas pueden modificarse por el experto en la
materia para identificar solamente regiones variables con afinidad particularmente alta con el antigeno. Esta
modificacion puede implicar, por ejemplo, una modificacion de las condiciones del tampon o la adicion de competidores.

La expresion “fusionar la region codificante... en fase” se refiere a la generacion de proteinas de fusion. Las proteinas de
fusiéon son proteinas quiméricas que consisten en secuencias derivadas de al menos dos moléculas diferentes. De
acuerdo con las ensefianzas de la presente invencion, la region codificante que codifica la regién variable de una
inmunoglobulina se fusiona en fase con la regién codificante que codifica uno o mas (poli)péptidos detectables, tales
como (poli)péptidos fluorescentes. La fusién puede realizarse por cualquier técnica conocida por el experto en la
materia, siempre que dé como resultado la fusiéon en fase de dichas regiones codificantes. Convencionalmente, la
generacion de una proteina de fusion a partir de dos proteinas o dominios separados se basa en el “corte y empalme de
dos caras por extension solapante” descrito en Horton R., ef al., 1989, Gene 77:61-68. Los fragmentos que codifican los
dominios o proteinas Unicos se generan en dos reacciones de PCR primarias separadas. Los cebadores internos para
las reacciones de PCR primarias contienen una regiéon complementaria significativa, de aproximadamente 20 pb, que
permite la fusion de los dos fragmentos del dominio en la segunda PCR. Como alternativa, las regiones codificantes
pueden fusionarse haciendo uso de sitios de restriccion que pueden ser de origen natural o introducirse mediante
tecnologia de ADN recombinante.

La expresion “la region codificante de la primera molécula de acido nucleico se localiza en 5' de la region codificante de
la segunda molécula de acido nucleico” se refiere a la disposicion de regiones codificantes correspondientes en el nivel
de ADN o ARNm e indica que los restos codificados por la primera secuencia de acido nucleico son los restos N-
terminales de la proteina de fusién, mientras que los restos codificados por la segunda secuencia de acido nucleico son
los restos C-terminales de la proteina de fusion.

La expresion “expresar la molécula de acido nucleico fusionada que codifica la proteina de fusién en una célula o
extracto sin células” se refiere a la transcripcion y traduccion de la proteina de fusién usando elementos de control de la
expresion apropiados que actien en la célula o extracto sin células seleccionado. De esta manera, las propiedades de
las proteinas de fusion individuales pueden ensayarse en sistemas de expresion celulares o en extractos sin células.
Para este fin, la molécula de acido nucleico que codifica la proteina de fusiéon puede clonarse en un vector de expresion
adecuado, cuya composicion, generalmente, depende del sistema de expresion. El sistema de expresion puede ser
procariota o eucariota. Un vector de expresion de mamifero tipico contiene el elemento promotor, que media en el inicio
de la transcripciéon de ARNm, la secuencia codificante de proteina y sefiales requeridas para la terminacion de la
transcripcion y poliadenilacion del transcrito. Los elementos adicionales podrian incluir potenciadores, secuencias de
Kozak y secuencias intermedias flanqueadas por sitios donadores y aceptores para corte y empalme de ARN. Puede
conseguirse transcripcion altamente eficaz con los promotores tempranos y tardios de SV40, las repeticiones terminales
largas (LTR) de retrovirus, por ejemplo, RSV, HTLVI, VIHI, y el promotor temprano del citomegalovirus (CMV). Sin
embargo, también pueden usarse elementos celulares (por ejemplo, el promotor de actina humano). Los vectores de
expresion adecuados para su uso en la practica de la presente invencion incluyen, por ejemplo, vectores tales como
pSVL y pMSG (Pharmacia, Uppsala, Suecia), pRSVcat (ATCC 37152), pSV2dhfr (ATCC 37146) y pBC12MI (ATCC
67109). Las células hospedadoras de mamifero que podrian usarse incluyen células Hela, 293, H9 y Jurkat humanas,
células NIH3T3 y C127 de ratén, Cos 1, Cos 7 y CV1, células QC1-3 de codorniz, células L de ratdn y células de ovario
de hamster chino (CHO). Como alternativa, el (poli)péptido recombinante puede expresarse en lineas celulares estables
que contienen la construccion génica integrada en un cromosoma. La co-transfeccion con un marcador seleccionable tal
como dhfr, gpt, neomicina, higromicina permite la identificacion y aislamiento de las células transfectadas. El acido
nucleico transfectado también puede ampliarse para expresar grandes cantidades del (poli)péptido codificado. El
marcador de DHFR (dihidrofolato reductasa) es util para desarrollar lineas celulares que porten varios cientos o incluso
varios miles de copias del gen de interés. Otro marcador de seleccion util es la enzima glutamina sintasa (GS) (Murphy
et al.1991, Biochem J. 227:277-279; Bebbington et al. 1992, Bio/Technology 10:169-175). Usando estos marcadores, las
células de mamifero se cultivan en medio selectivo y se seleccionan las células con la mayor resistencia. Los vectores
de expresion incluiran preferentemente al menos un marcador seleccionable. Tales marcadores incluyen dihidrofolato
reductasa, G418 o resistencia a neomicina para cultivo de células eucariotas y genes de resistencia a tetraciclina,
kanamicina o ampicilina para cultivar en E. coli y otras bacterias. Los ejemplos representativos de hospedadores
apropiados incluyen, pero sin limitacion, células bacterianas, tales como células de E. coli, Streptomyces y Salmonella
typhimurium; células fangicas, tales como células de levadura; células de insecto tales como células de Drosophila S2 y
Spodoptera Sf9; células animales tales como CHO, COS, 293 y células del melanoma de Bowes; y células vegetales.
Se conocen en la técnica medios y condiciones de cultivo apropiados para las células hospedadoras anteriormente
descritas.
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El polipéptido que se expresa de forma recombinante puede contener restos de aminoacidos adicionales para aumentar
la estabilidad o para modificar la direccion de la proteina. Por ejemplo, puede afadirse una regidon de aminoacidos
adicionales, particularmente aminoacidos cargados, al extremo N-terminal del polipéptido para mejorar la estabilidad y
persistencia en la célula hospedadora, durante la purificacion, o durante la manipulacion y el almacenamiento
posteriores. Ademas, pueden anadirse restos peptidicos al polipéptido para facilitar la purificacién. Tales regiones
pueden retirarse antes de la preparacion final del polipéptido. La adicién de restos peptidicos a polipéptidos para
generar secrecion o excrecion, para mejorar la estabilidad y para facilitar la purificacion, entre otros, son técnicas
familiares y rutinarias en este campo. Una proteina de fusidon preferida comprende una regidon heterdloga de
inmunoglobulina que es util para estabilizar y purificar proteinas. Por ejemplo, el documento EP-A-0 464 533 describe
proteinas de fusidon que comprenden diversas partes de region constante de moléculas de inmunoglobulina junto con
otra proteina humana o partes de la misma. En muchos casos, la parte Fc en una proteina de fusién es verdaderamente
ventajosa para su uso en terapia y diagndstico y por lo tanto da como resultado, por ejemplo, propiedades
farmacocinéticas mejoradas (documento EP-A 0 232 262). Debe entenderse, sin embargo, que la parte F.
provechosamente no es parte de la proteina de fusiéon que pueda obtenerse de acuerdo con la invencién. Por otro lado,
para algunos usos seria deseable poder suprimir la parte Fc después de que la proteina de fusidon se haya expresado,
detectado y purificado de la manera ventajosa descrita. Este es el caso cuando la parte Fc resulta ser un impedimento,
por ejemplo, para la actividad de la proteina de fusion. En descubrimiento de farmacos, por ejemplo, se han fusionado
proteinas humanas, tales como hiL-5, con partes Fc con el fin de realizar ensayos de exploraciéon de alto rendimiento
para identificar antagonistas de hIL-5. Véase, D. Bennett et al., J. Molecular Recognition 8:52-58 (1995) y K. Johanson
et al., J. Biol Chem 270:9459 -9471 (1995). La proteina de fusidon puede recuperarse y purificarse de cultivos de células
recombinantes por métodos bien conocidos incluyendo precipitacion con sulfato de amonio o etanol, extracciéon acida,
cromatografia de intercambio anidnico o cationico, cromatografia de fosfocelulosa, cromatografia de interaccion
hidréfoba, cromatografia de afinidad y/o cromatografia de hidroxiapatita. Mas preferentemente, se emplea cromatografia
liquida de proteina rapida (FPLC) para purificacion, sin embargo, también puede usarse cromatografia liquida de alto
rendimiento (“‘HPLC”).

De acuerdo con la presente invencion se prefiere que la proteina de fusidon se exprese a partir de un sistema de
expresion viral o un sistema de expresion que implique un fago. Se han descrito varios de dichos sistemas de expresion
en la técnica (véase por ejemplo Hoogenboom H.R. et al., 1998, Antibody phage display and its applications,
Immunotechnology 4:1-20; Pluckthun A, 1994, Escherichia coli producing recombinant antibodies, Bioprocess Technol.
19:233-252, Verma R. et al, 1998, Antibody engineering: comparison of bacterial, yeast, insect and mammalian
expression systems, J. immunol. Methods 216:165-181). Se prefieren particularmente sistemas de expresion que
impliquen exposicion en superficie de los restos de aminoacidos que forman la region variable, puesto que esto permite
realizar seleccion basandose en la interaccion de dicha region variable con un antigeno de interés.

Las expresiones “fluorescente”, “cromdéforo” o “péptido o proteina fosforescente” se refieren a (poli)péptidos con
propiedades fluorescentes, cromoéforas o fosforescentes. Puede usarse una diversidad de proteinas fluorescentes y
cromoproteinas como segunda secuencia (poli)peptidica. Un grupo de dichas proteinas fluorescentes incluye proteina
verde fluorescente aislada de Aequorea victoria (GFP), asi como varias variantes de GFP, tales como proteina cian
fluorescente, proteina azul fluorescente, proteina amarilla fluorescente, etc. (Zimmer, 2002, Chem Rev. 102:759-781;
Zhang et al., 2002, Nature Reviews 3:906-918). Tipicamente, estas variantes comparten aproximadamente el 80%, o
mayor identidad de secuencia con SEQ ID NO: 6 o 7, respectivamente. Se han desarrollado varios mutantes de
desplazamiento de color de GFP y pueden usarse para generar los fragmentos de reconocimiento de antigenos
fluorescentes de la invencion. Estos mutantes de GFP con desplazamiento de color tienen colores de emision de azul a
amarillo-verde, mayor brillo y fotoestabilidad (Tsien, 1998, Annual Review of Biochemistry 67: 509-544). Uno de dichos
mutantes de GFP, denominado proteina amarilla fluorescente potenciada, presenta una emisién maxima a 529 nm.
También se han descrito variantes basadas en GFP adicionales que tienen espectros de excitacion y emision
modificados (Tsien et al., Solicitud de Patente de Estados Unidos 20020123113A1), intensidad de fluorescencia
potenciada y tolerancia térmica (Thastrup et al., Solicitud de Patente de Estados Unidos 20020107362A1; Bjorn et al.,
Solicitud de Patente de Estados Unidos 20020177189A1) y formacion de croméforos a niveles de oxigeno reducidos
(Fisher, Patente de Estados Unidos N° 6.414.119). Mas recientemente, se han descrito GFP de los antozoos Renilla
reniformis y Renilla kollikeri (\Ward et al., Solicitud de Patente de Estados Unidos 20030013849).

Otro grupo de dichas proteinas fluorescentes incluye las proteinas fluorescentes aisladas de antozoos, incluyendo sin
limitacién la proteina roja fluorescente aislada de la especie de coral Discosoma, DsRed (Matz et al., 1999, Nat.
Biotechnol. 17:969-973), por ejemplo, SEQ ID NO: 8 o 9, respectivamente (véase, por ejemplo, nimero de referencia
AF168419 version AF16849.2). DsRed y las otras proteinas fluorescentes de antozoos comparten solamente
aproximadamente el 26-30% de identidad de secuencia de aminoacidos con la GFP natural de Aequorea victoria, pero
se conservan todos los motivos cruciales, lo que indica la formacién de la estructura en barril beta de 11 cadenas
caracteristica de GFP. La estructura cristalina de DsRed también se ha resuelto, y muestra la conservacion de la
estructura en barril beta de 11 cadenas de la GFP MMDB Id: 5742.
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También se han descrito varios mutantes de la proteina roja fluorescente DsRed de longitud de onda mas larga, y de
forma similar, pueden emplearse en la generacion de los fragmentos de reconocimiento de antigenos fluorescentes de
la invencion. Por ejemplo, pueden emplearse mutantes de DsRed descritos recientemente con espectros de emision
desplazados mas hacia el rojo en la practica de la invencion (Wiehler et al., 2001, FEBS Letters 487: 384-389; Terskikh
et al., 2000, Science 290:1585-1588; Baird et al., 2000, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97: 11984-11989).

Se ha descrito recientemente un niumero crecientemente mayor de otras proteinas fluorescentes de diversas formas de
vida oceanicas, y el banco de datos de proteinas enumera en la actualidad varias estructuras cristalinas de GFP y
mutantes de GFP, asi como las estructuras cristalinas de diversos analogos de GFP. Se han descrito proteinas
fluorescentes relacionadas con estructuras que se ha inferido que son similares a GFP, de corales, pennatulaceos,
ascidias y anémonas de mar y pueden usarse en la generacion de los fragmentos de reconocimiento de antigenos
fluorescentes de la invencion (para revisiones véase, Zimmer, 2002, Chem Rev. 102:759-781; Zhang et al., 2002, Nature
Reviews 3:906-918).

También se han presentado proteinas fluorescentes de Anemonia majano, Zoanthus sp., Discosoma striata, Discosoma
sp, y Clavularia sp. (Matz et al., mencionado anteriormente). Se ha indicado que una proteina fluorescente clonada a
partir de la especie de coral pétreo, Trachyphyllia geoffroyi, emite luz verde, amarilla y roja y convierte la emisién de luz
verde en luz roja tras su exposicion a luz ultravioleta (Ando et al., 2002, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 99:12651-12656).
Las proteinas fluorescentes recientemente descritas de anémonas de mar incluyen proteinas verdes y naranja
fluorescentes clonadas de Anemonia sulcata (Wiedenmann et al., 2000, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97: 14091-14096),
una proteina verde fluorescente potenciada de forma natural, clonada a partir de los tentaculos de Heteractis magnifica
(Hongbin et al., 2003, Biochem. Biophys. Res Commun. 301:879-885), y una cromoproteina purpura generalmente no
fluorescente que presenta fluorescencia roja débil clonada de Anemonia sulcata y un mutante de la misma que presenta
espectro de emisiéon de desplazamiento al rojo lejano (595 nm) (Lukyanov et al., 2000, J. Biol. Chem. 275: 25879-
25882).

Adicionalmente, se ha descrito otra clase de proteinas relacionadas con GFP que tienen propiedades cromoforas y
fluorescentes. Uno de dichos grupos de proteinas derivadas de coral, la pociloporinas, muestra una serie amplia de
caracteristicas espectrales y fluorescentes (Dove y Hoegh-Guldberg, 1999, Solicitud PCT WO 00146233; Dove et al.,
2001, Coral Reefs 19:197-204). Recientemente, se ha descrito la purificacion y cristalizacion de la pociloporina Rtms5
del coral constructor de arrecifes Montipora efflorescens (Beddoe et al., 2003, Acta Cryst. D59: 597-599). Rtms5 es de
color azul oscuro, pero es débilmente fluorescente. Sin embargo, se ha indicado que Rtms5, asi como otras
cromoproteinas con homologia de secuencia con Rtms5, puede interconvertirse en una proteina fluorescente de rojo
lejano mediante sustituciones de un solo aminoacido (Beddoe et al., 2003, mencionado anteriormente; Bulina et al.,
2002, BMC Biochem. 3: 7; Lukyanov et al., 2000, mencionado anteriormente).

También se conocen ofras diversas cromoproteinas derivadas de corales cercanamente relacionadas con las
pociloporinas (véase, por ejemplo, Lukyanov et al. 2000, J. Biol Chem 275:25879-82; Gurskaya et al., 2001, FEBS
Letters 507:16-20). Puede usarse cualquiera de las proteinas fluorescentes o cromdéforas o fragmentos fluorescentes o
cromoforos de las mismas de acuerdo con las ensefianzas de la presente invencion. Son ejemplos adicionales de
proteinas fluorescentes GFP de Renilla reniformis, mKO de Fungia concinna, verde Azami de Galaxeidae o cOFP de
Cerianthus. Los fragmentos de la proteina fluorescente o croméfora son preferentemente fragmentos funcionales.

Las proteinas fluorescentes, cromoforas o fosforescentes pertenecen al grupo denominado “proteinas detectables” y
“(poli)péptidos detectables” y “(poli)péptidos marcadores detectables”. En general, estas expresiones se refieren a
(poli)péptidos que, tras su excitacion, dan como resultado la emision de energia detectable. Son ejemplos de proteinas
detectables proteinas fluorescentes, proteinas croméforas o “fosforescente”, “fluorescente” y “fosforescente” se usan de
forma intercambiable. Esto significa por ejemplo que, cuando una realizacion se refiere a “fluorescente”, esta realizacion

» o«

comprende “...fosforescente”, “...fluorescente” y “...fosforescente®.

La expresion “la region codificante de la primera molécula de acido nucleico se localiza en 5' de la region codificante de
la segunda molécula de acido nucleico” se refiere a la disposicion de regiones codificantes correspondientes en el nivel
de ADN o ARNm e indica que los restos codificados por la primera secuencia de acido nucleico son los restos N-
terminales de la proteina de fusién, mientras que los restos codificados por la segunda secuencia de acido nucleico son
los restos C-terminales de la proteina de fusion.

La expresion “fragmento funcional” u “homaélogo funcional”, como se usa a lo largo de la memoria descriptiva, se refiere
a fragmentos de las proteinas de fusion, en las que estos fragmentos conservan la actividad de union a antigeno
completa o al menos una parcial y/o conservan una actividad detectable, por ejemplo fluorescente o cromdfora, de la
proteina de fusion. La expresion “al menos una actividad de unién a antigeno parcial” significa una actividad que esta
reducida a no mas de preferentemente el 10%, mas preferentemente el 1% en comparacion con la proteina de fusion de
longitud completa. Una medida conveniente para determinar la actividad de unién a antigeno es la Kd para el par de
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antigeno/anticuerpo.

La expresion “enlazador de al menos un resto de un aminoacido” se refiere a restos de aminoacidos que pueden
disponerse entre los restos codificados por la primera y segunda secuencias de nucleétidos. Dicho enlazador puede en
ocasiones ser util, por ejemplo, para mejorar el plegamiento separado de los dominios individuales o para modular la
estabilidad de la proteina de fusion. Ademas, dichos restos enlazadores pueden contener sefiales para transporte,
secuencias de reconocimiento de proteasas o sefiales para modificacion secundaria. Los restos de aminoacidos que
forman el enlazador pueden estar estructurados o no estructurados. Preferentemente, el enlazador puede ser tan corto
como un resto de un aminoacido o hasta 2, 3, 4. 5, 10, 20 o 50 restos. En casos particulares, el enlazador puede
implicar incluso hasta 100 o 150 restos.

La presente invencion se basa en el concepto de detectar antigenos intracelulares usando compuestos proteicos
detectables que son capaces de unirse especificamente a antlgenos Para este fin, se han usado anticuerpos de cadena
pesada (HCAb) desprovistos de cadenas ligeras del Camelidae®, (véase Figura 6). Los HCAb reconocen y se unen a su
antigeno mediante regiones hipervariables (CDR, regiones determlnantes de complementarledad) localizadas en el
dominio variable de cadena pesada (denomlnado VHH), que presentan el fragmento de unién a antigeno intacto mas
pequefio (~15 kDa) . En comparacién con otros fragmentos de anticuerpo pequefios derivados de otros mamiferos
como Fab, Fv o scFv, Ios VHH tienen varias ventajas. En primer lugar, solo hay que clonar o sintetizar y expresar un
dominio para generar un fragmento de unién a antigeno madurado in vivo. En segundo lugar, los VHH especificos
pueden seleccionarse faciimente clonando el VHH en vectores de presentacion de fagos seguido de varios ciclos de
seleccion con respecto a agentes de unién a antigeno. En tercer lugar, los VHH son altamente solubles y estables y
pueden expresarse eficazmente en sistemas heterologos Las afinidades halladas para VHH hasta la fecha estuvieron
en el intervalo nanomolar y son comparables a las de scFv?™. Para deteccion, la parte de union a epitopo (VHH) se
fusiona con un polipéptido fluorescente.

El pequefio tamafio del dominio de union a antigeno permite la deteccion de antigenos de otro modo inaccesibles en
una célula. Ademas, permite una mayor resolucion de estructuras bioldgicas complejas. Mediante la visualizacion directa
del antigeno en una superficie celular usando el cromocuerpo, puede tener lugar una deteccion estequiométrica para
cuantificacion lineal. Este es el primer método para detectar antigenos en células vivas. El método incluye cualquier
estructura antigénica como, por ejemplo, proteinas o acidos nucleicos pero también modificaciones post-traduccionales
y modificaciones no proteicas tales como, por ejemplo, lipidos, aztcares y acidos nucleicos. Este método proporciona
informacion acerca de la concentracion y localizacion de antigenos intracelulares y puede por lo tanto aplicarse en
investigacion basica (deteccion, cuantificacion e inactivacion/enmascaramiento de antigenos celulares), diagnostico,
validacion de diana (inhibicion selectiva de componentes celulares y/o enmascaramiento de sitios de unién especificos),
terapia de mamiferos, en particular mamiferos humanos o en el desarrollo de ensayos para exploracion de farmacos de
alto rendimiento. La lectura del método de la presente invencion, por ejemplo niveles de energia diferentes, permite las
aplicaciones descritas anteriormente.

La aplicacion diagnoéstica del método de la presente invencion se basa en la comparacion de la presencia detectada,
cantidad o localizacion subcelular de un antigeno de interés en una célula de un individuo que padece una afeccion
patoldgica con las de una célula de un individuo sano. Por ejemplo, las diferencias en la cantidad, presencia o
localizaciéon subcelular de una proteina que tiene o se corresponde con el antigeno de interés, se puede correlacionar
con el progreso de la enfermedad a lo largo del tiempo. De forma similar, la eficacia de un medicamento puede
examinarse siguiendo los cambios de la cantidad, presencia o localizacion de la estructura antigénica correlacionados
con un estado patoldgico.

Para fines de investigacion pueden detectarse alteraciones potenciales del resultado tras el tratamiento de células con
ciertos agentes. El mismo principio subyace a la aplicacion de la presente invencion para validacion de dianas o
exploracién de farmacos.

En general, la fluorescencia total por célula depende del nivel de expresion de una proteina de fusién detectable de la
invencion en lugar de la concentracion del antigeno. En ausencia del antigeno, la proteina de fusién/cromocuerpos se
distribuiran por toda la célula. En presencia del antigeno, la distribucion de cromocuerpo se desplazara hacia el
compartimento subcelular respectivo del antigeno, por ejemplo, el citoesqueleto, lamina nuclear, sitios de replicacion o
cromatina. Dicho desplazamiento no solo es indicativo de la localizacion subcelular de la estructura antigénica, sino
también de su presencia en general. Dependiendo de la intensidad de la sefal, puede determinarse la cantidad de la
estructura antigénica dentro de la célula. El método de analisis de imagenes depende del antigeno y puede ser un
analisis de variacion de intensidad media (derivacion tipica de la intensidad de fluorescencia) o cualquier otro método
que identifique la estructura o compartimento de interés por selecciéon basada en umbral o por marcadores fluorescentes
especificos y determinando después la relacion entre esta estructura/compartimento frente al resto de la célula.

Aplicando la ensefianza de la presente invencion, en un ejemplo se desvela un fragmento de anticuerpo de union a
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epitopo de 15 kDa inducido en Lama pacos frente a la proteina verde fluorescente (GFP). Como se muestra en el
presente documento, la parte de unién a epitopo (VHH) puede fusionarse por ejemplo con la versidn monomérica de la
proteina roja fluorescente (MRFP1). Este “cromocuerpo” anti-GFP puede expresarse de forma estable en células de
mamifero en las que reconoce su epitopo en diferentes compartimentos y estructuras celulares. Con microscopia de
lapso de tiempo, los inventores demuestran que el cromocuerpo localiza eficazmente cambios dinamicos de proteinas
diana a lo largo del ciclo celular en células vivas. Como se usa en el presente documento, el término “cromocuerpo” se
entiende como un dominio de reconocimiento de antigenos fusionado con una proteina fluoréfora o cromogénica.

Los resultados descritos en el presente documento son sorprendentes, en particular porque un enfoque mas o menos
similar que implicaba proteinas de fusién basado en los mismos dominios funcionales (domino variable y GFP) no
consiguié proporcionar ninguna herramienta Util (véase documento WO 03/091415A2 y Zeytun et al., Nature
Biotechnology 2003, Vol. 21, 12: 1473-1479) y tuvo que ser retirado por los autores (Zeytun et al., Nature Biotechnology
2004, Vol. 22, 5: 601). En este trabajo, Zeytun et al. describieron la inserciéon de diversos bucles de unién a anticuerpo
en los cuatro bucles expuestos en un extremo de la proteina verde fluorescente (GFP). En mas detalle, el bucle de unién
a anticuerpo derivado de la regiéon de complementariedad 3 de la cadena pesada se insertd en uno de los cuatro bucles
de GFP, que conectan las cadenas B de la estructura en lamina B. Las construcciones resultantes se llamaron
fluorocuerpos. Se seleccionaron fluorocuerpos especificos que reconocian varios antigenos por presentacion de fagos.
La competencia por reconocimiento de antigenos de los diferentes fluorocuerpos se ensay6 por diversos métodos
incluyendo experimentos de desplazamiento de banda e inmunofluorescencia. Este enfoque habria sido una
combinacion interesante de un dominio de reconocimiento de antigenos y las propiedades fluorescentes de las
proteinas verdes fluorescentes. Resulta interesante, sin embargo, que los propios autores retiraron su manuscrito
porque los resultados inicialmente presentados no eran reproducibles. En la retractacion (Zeytun et al., 2004, Nature
Biotechnology Vol. 22, 5: 601), los autores indicaron que la secuenciacion de los acidos nucleicos que codificaban las
construcciones descritas revelaron los llamados “mutantes fuera de fase”. En otras palabras, ninguno de los
fluorocuerpos inicialmente descritos por Zeytun et al. tiene la supuesto secuencia de aminoacidos deducida o el acido
nucleico codificanteo. Ademas, Zeytun et al., declararon que el fendmeno bioldgico observado no puede explicarse. En
este caso, la combinacion del dominio de reconocimiento de antigenos y una proteina fluorescente no funciono.

En el presente documento se describe una nueva técnica que permite dirigir y localizar antigenos en células vivas. La
ensefianza de la presente invencion se ilustra mediante los ejemplos, que implican cromocuerpos generados por
induccion de anticuerpos de domino Unico contra GFP, laminina Dm0 de Drosophila, y citoqueratina-8 en Lama pacos,
Camelus dromedarius respectivo, y fusionando la parte de union al epitopo de VHH con mRFP1. Como ejemplo se
muestra claramente que el cromocuerpo anti-GFP puede expresarse de forma estable en células como un monémero
activo y tiene acceso a todos los compartimentos y estructuras subcelulares ensayados. No se detectaron agregados
como se describe para un gran numero de intracuerpos expresados de forma intracelular como scFVs®. Esta
funcionalidad intracelular del dominio VHH derivado de llama sugiere que su estabilidad intrinseca (AG = 30 kJ/moI)27
incluso en ausencia del enlace disulfuro C22-C92 conservado es suficientemente alta para plegarse de forma apropiada.
La ausencia de un par extra de cisteinas en las CDR en el dominio de unién a epitopos de HCAb derivados de llama
podria ser por lo tanto una ventaja natural frente a dominios VHH de dromedarios, en los que es esencial un enlace
disulfuro entre bucles de aparicion frecuente para el reconocimiento de antlgenos % Otro ejemplo describe un
cromocuerpo de GFP, en el que una de las cisteinas conservadas en la region VHH se ha mutado a serina. El ejemplo
muestra claramente no solamente una mayor estabilidad del cromocuerpo resultante, sino sorprendentemente también
una mejor accesibilidad de la molécula dentro de la célula.

Ademas la viabilidad de esta técnica se demuestra con cromocuerpos inducidos contra dos proteinas endodgenas:
citoqueratina-8 y laminina. Este nuevo enfoque que emplea cromocuerpos expande de forma drastica las posibilidades
de, por ejemplo, la microscopia de células en vivo puesto que practicamente cualquier componente o estructura
potencialmente antigénica puede marcarse como objetivo y localizarse dentro de células vivas. El hecho de que puedan
seleccionarse cromocuerpos especificos de bibliotecas recombinantes y su afinidad pueda mejorarse ad|C|onaImente
por ciclos de mutagénesis, reducira en el futuro, p05|blemente eliminara, la necesidad de inmunizacion animal %°. No
obstante, los VHH recuperados de “bibliotecas inmunes” se benefician de la maduracién de afinidad y espe0|f|C|dad de
antigeno inherente que se produce durante la inmunizacion. Las proteinas de fusion/cromocuerpos generados de
acuerdo con la presente invencion, pueden usarse, por ejemplo, para aplicaciones de anticuerpos convencionales ya
que la parte fluorescente, la proteina roja fluorescente (MRFP1) en este estudio, puede reemplazarse facilmente por
cualquier otra proteina fluorescente, enzima cromogénica o puede por ejemplo acoplarse con colorantes fluorescentes y
puntos cuanticos. Son ejemplos de dichas enzimas cromogénicas peroxidasa de rabano rusticano (HRP), fosfatasa
alcalina o B-galactosidasa.

La proteina de fusiéon o la primera secuencia polipeptidica que comprende el dominio variable de anticuerpos de

Camelidae como se describe en la presente invencion, también puede acoplarse con fluorocromos no proteicos. Los
fluorocromos estan disponibles como N-Hidroxisuccinimidiléster (NHS-éster) y pueden acoplarse con proteinas, por
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ejemplo, los dominios variables (VHH) como se describen en la presente invencion, mediante grupos amino primarios de
dicha proteina. Los fluorocromos habitualmente disponibles muestran maximos de extincion en diferentes regiones de
longitud de onda. Son ejemplos colorantes de Cy (por ejemplo Cy3, Cy5), Dy549, Oyster556, colorantes de Alexa o
Tamra. El acoplamiento y la aplicacion exitosos de la proteina de fusidn de la invencion se ilustran en los ejemplos.

Como cualquier otra herramienta, los cromocuerpos también necesitaran controles cuidadosos. Como la fusién de
proteinas con GFP, también la unién de cromocuerpos con sus dianas puede afectar a su actividad y regulacion
especialmente evitando la interaccion con otros componentes celulares. Sin embargo, la facilidad de seleccionar y
desarrollar fragmentos de anticuerpo especificos producira regularmente un conjunto de agentes de unioén con diferentes
dominios de las proteinas diana. Por lo tanto pueden seleccionarse agentes de unidon que pueden estar mejor adaptados
para localizacién o para interferencia funcional dependiendo de sus sitios de unién.

En resumen, se ha demostrado que la proteina de fusion aplicada en el método de la invencién y en particular el
cromocuerpo presentado en el presente documento es adecuado para la direccion y localizacién de antigenos en todos
los compartimentos y estructuras subcelulares ensayados. Incluso los antigenos de partes centrales de la maquinaria de
replicacion asi como antigenos incluidos en profundidad en la cromatina pudieron localizarse a lo largo de la fase S y
mitosis lo que demuestra la idoneidad de los cromocuerpos para el estudio de células en vivo.

En una realizacion preferida de la presente invencion, la etapa (b) comprende (a) exponer la célula a la luz
correspondiente a la longitud de onda de excitacion de la proteina de fusion; (b) detectar la energia emitida desde la
célula y/o detectar la distribucion subcelular de la energia emitida; (c) comparar la energia detectada en la etapa (b) con:
(i) la energia detectada en una célula de referencia que contiene una cantidad de referencia de dicha estructura
antigénica de interés; o expresa una proteina de fusién de referencia para la que no se expresa compafiero de union en
la célula; o (ii) un control de datos y (d) concluir, a partir de una energia diferente, el estado de salud de un individuo o
evaluar la presencia de la estructura antigénica de interés; en la que una energia mayor detectada en la etapa (b) en
comparacion con la de la etapa (c) es indicativa de la presencia de dicho antigeno; y/o concluir, a partir de la cantidad
y/o localizacién/distribucion subcelular de la energia emitida, la cantidad o localizacion/distribucién subcelular de la
estructura antigénica de interés.

La presente invencion se refiere preferentemente a un método en el que la proteina de fusion que comprende una
primera secuencia (poli)peptidica que comprende la region variable de un anticuerpo de cadena pesada de Camelidae y
una segunda secuencia (poli)peptidica de una proteina fluorescente o cromdfora, en la que dicha (a) primera secuencia
(poli)peptidica esta codificada por la secuencia del acido nucleico SEQ ID NO: 2 o codificada por una secuencia de un
acido nucleico con al menos el 70% de identidad de secuencia con la misma: y (b) segunda secuencia (poli)peptidica es
(i) la proteina verde fluorescente de Aequorea victoria codificada por la secuencia del acido nucleico SEQ ID NO: 7, o un
mutante fluorescente o fragmento del mismo; (ii) la proteina roja fluorescente de Discosoma (DsRed) codificada por la
secuencia del acido nucleico SEQ ID NO: 9, o un mutante fluorescente o fragmento del mismo; o (iii)) un homologo
funcional de (i) o (ii) con al menos el 80% de identidad de secuencia, mas preferentemente al menos el 85%, aun mas
preferentemente al menos el 90%, aun mas preferentemente al menos el 95% y mas preferentemente con al menos el
98% de identidad de secuencia, que conserva la actividad fluorescente de la proteina de fusién, en la que dicha primera
secuencia (poli)peptidica se localiza en posicion N-terminal de dicha segunda secuencia (poli)peptidica, separandose
opcionalmente dichas secuencias por un enlazador o al menos un resto de aminoacido. El término “fragmento” se refiere
a fragmentos funcionales capaces de unirse especificamente al antigeno.

En una realizacion preferida de la presente invencion dicha region variable comprende marco 1, CDR1, marco 2, CDR2,
marco 3 y CDR3, y esta codificada por la secuencia del acido nucleico SEQ ID NO: 2 o esta codificada por una
secuencia de un acido nucleico con al menos el 70%, mas preferentemente el 80%, mas preferentemente al menos el
85%, aun mas preferentemente al menos el 90%, aun mas preferentemente al menos el 95% y mas preferentemente al
menos el 98% de identidad de secuencia o un fragmento de la misma. La “unién especifica” puede describirse, por
ejemplo, con respecto a la reactividad cruzada. Preferentemente, los agentes de unién especificos son proteinas
(proteinas de fusién o fragmentos de las mismas) que tienen una constante de disociacion o Kp de menos de 10° M. En
una realizacion preferida de la presente invencion, la secuencia de (a) CDR1 consiste en los restos mostrados en SEQ
ID NO: 3; (b) CDR2 consiste en los restos mostrados en SEQ ID NO: 4; y (c) CDRS3 consiste en los restos mostrados en
SEQ ID NO: 5.

En una realizacion mas preferida de la presente invencion, dicha primera secuencia (poli)peptidica de dicha proteina de
fusion o el (poli)péptido que comprende la regidn variable de un anticuerpo de cadena pesada de Camelidae tiene una
secuencia cualquiera de SEQ ID NO: 10, 30, 12 o 14 o esta codificada por una secuencia cualquiera de SEQ ID NO: 11,
31,13 0 15.

En una realizacion mas preferida de la presente invencion, dicha segunda secuencia (poli)peptidica comprende los
restos 1 a 239 de SEQ ID NO: 6 0 1 a 226 de SEQ ID NO: 8 o un mutante fluorescente o fragmento del mismo.
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En otra realizacion preferida de la presente invencion, dicho mutante de la proteina roja fluorescente es mRFP1
codificado por SEQ ID NO: 17 o cualquiera de los mutantes de DsRed fluorescentes codificados por cualquiera de SEQ
ID NO: 17 y 24 a 27 o por un fragmento de las mismas. mRFP es la proteina roja fluorescente monomérica derivada de
DsRed y con frecuencia también se denomina mRFP1 (Campbell et al., (2002) PNAS, 99: 7877-7882, secuencia
codificante: numero de referencia: AF506027.1 (SEQ ID NO: 17)). Se han generado entre tanto varios otros derivados
monomeéricos de DsRed, incluyendo mRFPmars (secuencia codificante: numero de referencia: AY679163.1 (SEQ ID
NO: 24)), publicado por Fischer et al., (2004) FEBS Letters, 577: 227 - 232, mCherry (secuencia codificante: niUmero de
referencia: AY678264 (SEQ ID NO: 25)), publicado por Shaner, N.C. et al., (2004) Nat. Biotech., 22: 1567 - 1572),
mRaspberry (secuencia codificante: numero de referencia: AY86536 (SEQ ID NO: 26)), publicado por Wang, L. et al.,
(2004) PNAS, 22: 1567 - 1572, mPlum (secuencia codificante: nimero de referencia: AY86537.1 (SEQ ID NO: 27)),
publicado por Wang, L. et al., (2004) PNAS, 22: 1567 - 1572. Cualquiera de estos mutantes fluorescentes derivados de
DsRed puede usarse de acuerdo con las ensefianzas de la presente invencién. En particular, las proteinas de fusion
generadas de acuerdo con las ensefianzas de la presente invencion pueden comprender una segunda secuencia
(poli)peptidica fluorescente que comprende cualquiera de los mutantes de DsRed anteriormente mencionados o
mutantes fluorescentes o fragmentos de los mismos.

En otra realizacion preferida de la presente invencion, la proteina de fusién comprende ademas una secuencia de
direccion seleccionada del grupo que consiste en sefial de localizacién nuclear (NLS), secuencia de importacion al
reticulo endoplasmico, secuencia de importaciéon a la mitocondria. Un ejemplo de una NLS es la secuencia peptidica
PKKKRKYV (sefial de localizacion nuclear (NLS) del antigeno T grande de SV40, D. Kalderon et al., 1984, Cell 39: 499)
que es capaz de dirigir proteinas heterdlogas al nucleo. Un ejemplo de la “Secuencia de Importaciéon al Reticulo
Endoplasmico” es el péptido MMSFVSLLLVGILFWATEAEQLTRCVFQ (sefial de localizacion de RE de cadena ligera de
inmunogobulina, Blobel G. y Dobberstein B., 1975 J. Cell. Biol. 67: 835 - 851) que es capaz de dirigir las proteinas
heterélogas al lumen del RE. Un ejemplo de una “Secuencia de Importacion a Mitocondrias” es el péptido
MLSLRQSIRFFRPATRTLCSSRYLL (Neupert W. 1997 Annu. Rev. Biochem. 66: 863-917) que es capaz de dirigir
proteinas heterdlogas a la mitocondria.

En otra realizacién preferida de la presente invencion, la proteina de fusion tiene una secuencia de SEQ ID NO: 18, 32,
20 o 22 o esta codificada por una molécula de acido nucleico que comprende unasecuencia cualquiera de SEQ ID NO:
19, 33,210 23.

En una realizacién preferida de la presente invencion, la célula es una célula obtenida de un individuo.

En otra realizacion preferida de la presente invencion dicha estructura antigénica de interés se detecta dentro de una
célula. En una realizacién mas preferida de la presente invencion dicha célula es una célula viva. En otra realizacion
preferida de la presente invencion, dicha célula es una célula dentro de un organismo eucariota vivo, preferentemente
dentro de un mamifero.

En una realizacion preferida de la presente invencion dicha estructura antigénica se selecciona de proteina, modificacion
de proteina, cofactor, compuesto molecular pequefio, ADN y ARN.

En una realizacion preferida el (poli)péptido capaz de transducir se selecciona del grupo de (poli)péptidos basicos que
comprenden péptido TAT, poli-arginina y poli-lisina.

En una realizacién mas preferida de la presente invencion, la proteina es una proteina citoplasmica, nuclear o nucleolar.

La identidad de secuencia puede determinarse usando el programa Bestfit® (Wisconsin Sequence Analysis Package,
Version 8 para Unix, Genetics Computer Group, University Research Park, 575 Science Drive, Madison, WI 53711).
Bestfit® usa el algoritmo de homologia local de Smith y Waterman para encontrar el mejor segmento de homologia entre
dos secuencias (Advances in Applied Mathematics 2: 482-489 (1981)). Cuando se usa Bestfit® o cualquier otro
programa de alineamiento de secuencias para determinar si una secuencia en particular es, por ejemplo, el 95% idéntica
a una secuencia de referencia, los parametros se establecen, por supuesto, de modo que el porcentaje de identidad se
calcule sobre la longitud completa de la secuencia de nucleotidos de referencia y que se permitan huecos de homologia
de hasta el 5% del numero total de nucledtidos en la secuencia de referencia. La identidad entre una primera secuencia
y una segunda secuencia, también denominada alineamiento de secuencia global, se determina usando el programa
informatico FASTDB basado en el algoritmo de Brutlag y colaboradores (Comp. App. Biosci. 6: 237-245 (1990)). En un
alineamiento de secuencia las secuencias de consulta y objeto son ambas secuencias de ADN. Una secuencia de ARN
puede compararse convirtiendo U a T. El resultado de dicho alineamiento de secuencia global esta en porcentaje de
identidad. Son parametros preferidos usados en un alineamiento FASTDB de secuencias de ADN para calcular el
porcentaje de identidad: Matriz=Unitaria, k-tuple=4, Penalizacién de Emparejamiento Erréoneo=1, Penalizacién de
Unién=30, longitud de Grupo de Seleccién Aleatoria=0, Puntuacion de Corte=1, Penalizacién de Hueco=5, Penalizacion
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de Tamafo de Hueco 0,05, Tamafio de Ventana=500 o la longitud de la secuencia de nucledtidos objeto, la que sea
mas corta.

El fragmento de proteina que comprende la secuencia VHH aplicada en la presente invencion puede producirse con una
célula productora de anticuerpos, que puede ser un linfocito de sangre periférica (PBL). Pueden obtenerse linfocitos de
sangre periférica de sangre de un camello inmunizado. La técnica mas habitual para separar leucocitos es mezclar
sangre con un compuesto que agrega los eritrocitos, aumentando de este modo su tasa de sedimentacion. La
sedimentacion de leucocitos se ve afectada solo ligeramente y puede recogerse de la parte superior del tubo cuando los
eritrocitos se han sedimentado (Thorsby E. & Bratilie A., 1970, Histocompatibility Testing 1970, ed. P.l. Terasaki, p.655
Munksgaard, Copenhague). Se prefiere un procedimiento convencional de acuerdo con un protocolo proporcionado, por
ejemplo, por AXIS-SHIELD PoC AS (Oslo, Noruega) usando Lymphoprep .

Los PBL pueden exponerse a un antigeno para el que es especifica la region variable de la inmunoglobulina. Dicha
exposicion puede realizarse in vitro (es decir, por ejemplo en el cultivo celular) o in vivo (en un animal). Existen diversos
protocolos en la técnica, para exponer PBL a antigenos (véase por ejemplo Harlow, E. y Lane, D. 1988 Antibodies, A
Laboratory Manual, capitulo 5, Cold Spring Harbor, Nueva York).

Ademas, la proteina de fusién aplicada en la presente invencién puede alterarse. EI método de la presente invencion
comprende ademas la etapa adicional de modificar la primera molécula de acido nucleico que codifica la region variable
dentro de CDR1, CDR2 y/o CDRS3. Esto puede hacerse con la intencion de conservar la especificidad pero mejorar la
afinidad, por ejemplo. Como alternativa, puede cambiarse la especificidad. El término “modificar” significa mutagenizar o
cambiar la secuencia de nucledtidos que codifica la region variable. Las primeras secuencias mutantes pueden contener
una o mas deleciones, sustituciones o adiciones como se ha indicado anteriormente.

CDR1, CDR2 y/o CDR3 pueden modificarse por mutagénesis aleatoria de la primera molécula de acido nucleico. La
complejidad de las bibliotecas de fagos se ha limitado con frecuencia a 10® por la baja eficacia de la transformacion de
ADN en bacterias. Por lo tanto una biblioteca comprende solamente un nimero muy pequefio de todas las posibles
secuencias. Esta es una de las principales razones por la que los ligandos seleccionados de bibliotecas de fragmentos
de anticuerpos aleatorias son con frecuencia de baja afinidad. Un modo eficaz de superar esta limitacion e identificar
ligandos con propiedades mejoradas es a través de un proceso de “maduracion de epitopos”. Las secuencias de CDR
que reconocen antigenos seleccionadas de la biblioteca inicial se mutan parcialmente para generar una poblacion de
variantes. La exploracion de esta biblioteca presentando un antigeno permite identificar ligandos que son mejores que la
secuencia candidata original. Esto puede realizarse por ejemplo por mutagénesis dirigida que intercambia nucledtidos
Unicos en las regiones CDR (referencia Clackson T. y Lowman H.B., 2004, Phage Display: A practical Approach, Oxford
University Press Inc., Nueva York). Otras técnicas son sintetizar las regiones CDR para intercambiar nucleétidos unicos
que conducen a sustitucion de un Unico aminoacido. Las CDR sintetizadas artificiales se insertarian en el armazoén del
fragmento de anticuerpo en las posiciones particulares por ligacion usando restriccion clasica o “corte y empalme de dos
caras por extension solapante” descrito en Horton R. et al., 1989, Gene 77:61-68. Ademas, se prefiere usar mutagénesis
aleatoria. Esto pude realizarse mediante mutagénesis dirigida a oligonucleotido descrita por Zoller, M.J. 1992, Curr.
Opinion in Biotechnology 3:348-354. Se describe un desarrollo adicional usando trinucleétido fosforamiditas en una
sintesis de ADN de fase solida en Virnekas T. et al., 1994, Nucl. Acids Res. 22, 5600-5607.

La primera molécula de acido nucleico que codifica la regidon variable se selecciona poniendo en contacto la region
variable con un compafiero de unién (un antigeno). Se puede realizar seleccion, y en particular deteccion del dominio
variable basandose en la proteina de fusion que comprende el (poli)péptido fluorescente o croméforo. Como alternativa,
también puede realizarse seleccion de regiones variables particulares en ausencia del (poli)péptido fluorescente o
cromoforo. Por ejemplo, antes o después de fusién, puede ensayarse un grupo de regiones variables con respecto a su
especificidad o afinidad por un antigeno particular. Los ensayos adecuados incluyen FACS, ELISA, RIA, EIA; MS-MALDI
etc.

En muchos casos la region variable se expresara en una biblioteca de expresion como se describe en el presente
documento posteriormente en detalle. Se conocen bien por los expertos en la materia métodos para explorar bibliotecas.
Las bibliotecas se exploran tipicamente usando un antigeno, o molécula de interés, para el que es deseable seleccionar
un compafiero de union. Tipicamente, el antigeno se une a una superficie sélida o un marcador especifico, tal como
biotina. El antigeno (o molécula de interés) se incuba con una biblioteca de la invencion. Los polipéptidos o miembros de
biblioteca que se unen al antigeno se separan después de los que no, usando cualquiera de varios métodos diferentes.
Estos métodos implican etapas de lavado, seguidas de etapas de elucion. El lavado puede realizarse, por ejemplo, con
PBS, o tampones que contienen detergente. La eluciéon puede realizarse con varios agentes, dependiendo del tipo de
biblioteca. Por ejemplo, puede usarse un acido, una base, bacterias o una proteasa cuando la biblioteca es una
biblioteca de presentacién de fagos.

Para facilitar la identificacion y aislamiento del fragmento de reconocimiento de antigenos fluorescente o unido a
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antigeno, el fragmento de reconocimiento de antigenos fluorescente también puede modificarse por ingenieria genética
como una proteina de fusidn para incluir marcadores de seleccién (por ejemplo, marcadores epitépicos). Pueden usarse
después anticuerpos reactivos con los marcadores de seleccion presentes en las proteinas o restos de fusién que se
unen a los marcadores para aislar el complejo de antigeno-fragmento de reconocimiento de antigeno fluorescente
mediante el epitopo o marcador.

Otros dominios facilitadores de purificacion y deteccion incluyen, por ejemplo, péptidos quelantes metalicos tales como
tramos de poli-histidina y médulos de histidina-triptéfano que permiten la purificacion en metales inmovilizados, dominios
de proteina A que permiten purificacion en inmunoglobulina inmovilizada, o el dominio utilizado en el sistema de
purificacion de extension/afinidad FLAGS (Immunex Corp, Seattle WA). Puede usarse cualquier epitopo con un
anticuerpo de alta afinidad correspondiente, por ejemplo, un marcador myc (véase, por ejemplo, Kieke, 1997, Protein
Eng. 10:1303-1310) o un marcador His (Pharmacia). Véase también Maier, 1998, Anal. Biochem. 259:68-73; Muller,
1998, Anal. Biochem. 259:54-61.

La proteina de fusién resultante puede seleccionarse en una biblioteca de expresion. La expresion puede realizarse
como se ha indicado anteriormente. El sistema de expresién puede implicar la presentacion del dominio variable. La
biblioteca de expresién puede ser, por ejemplo, una biblioteca de expresion de levadura, bacteriana o de mamifero.

Ademas de bibliotecas de presentacion de fagos, que se describen en detalle a continuacion, también pueden usarse
bibliotecas de presentacion de epitopos analogas. Por ejemplo, los métodos de la invencion también pueden usar
bibliotecas de presentacion en superficie de levadura (véase, por ejemplo, Boder, 1997, Nat. Biotechnol., 15553-15557),
que pueden construirse usando tales vectores como el vector de expresion de levadura pYDI. Otros sistemas de
presentacion potenciales incluyen vectores de presentacion de mamiferos y bibliotecas de E. coli.

También pueden usarse formatos de biblioteca de presentacion in vitro conocidos para los expertos en la materia, por
ejemplo, bibliotecas de presentacion de ribosomas y bibliotecas de presentacion de ARNm. En estas tecnologias de
seleccion in vitro, se preparan proteinas usando traduccion sin células y unida fisicamente a su ARNm codificante
después de traduccion in vitro. En la metodologia tipica para generar estas bibliotecas, se transcribe ADN que codifica
las secuencias para seleccionar in vitro y se traduce en un sistema sin células.

En bibliotecas de presentacion de ribosomas (véase, por ejemplo, Mattheakis ef al., 1994, Proc. Natl. Acad. Sci USA
91:9022-9026; Hanes y Pluckthrun, 1997, Proc. Natl. Acad. Sci USA, 94:4937-4942) el enlace entre el ARNm que
codifica el fragmento de reconocimiento de antigenos fluorescente de la invencion y el ligando es el propio ribosoma. La
construccion de ADN se disefia de modo que no se incluya ningiin codén de parada en el ARNm transcrito. Por lo tanto,
el ribosoma de traduccion se detiene al final del ARNm y la proteina codificada no se libera. La proteina codificada
puede plegarse en su estructura correcta mientras aun esta unida al ribosoma. ElI complejo de ARNm, ribosoma vy
proteina se usa después directamente para seleccion contra una diana inmovilizada. EI ARNm de complejos
ribosdmicos unidos se recupera por disociacion de los complejos con EDTA y se amplifica por RT-PCR.

Los métodos y bibliotecas basados en tecnologia de presentacion de ARNm, también denominados en el presente
documento presentacién de puromicina, se describen, por ejemplo en las Patentes de Estados Unidos N° 6.261.804;
6.281.223; 6.207.446 y 6.214.553. En esta tecnologia, se fusiona en primer lugar un enlazador de ADN unido a
puromicina con el extremo 3' del ARNm. La proteina se traduce después in vitro y el ribosoma se detiene en el punto de
union de ARN-ADN. La puromicina, que se asemeja al aminoacil ARNt, entra en el sitio ribosémico A y acepta el
polipéptido naciente. La proteina traducida se une por lo tanto covalentemente con su ARNm codificante. Las moléculas
fusionadas pueden después purificarse y explorarse con respecto a actividad de unién. Las secuencias de acido
nucleico que codifican ligandos con actividad de unidn pueden obtenerse después, por ejemplo, usando RT-PCR.

Los fragmentos y secuencias de reconocimiento de antigenos fluorescentes, por ejemplo, enlazador de ADN para
conjugacion con puromicina, pueden unirse por métodos bien conocidos por los expertos en la materia y se describen,
por ejemplo, en las Patentes de Estados Unidos N° 6.261.804; 6.281.223; 6.207.446 y 6.214.553.

Otras tecnologias implican el uso de proteinas virales (por ejemplo, proteina A) que se unen covalentemente en si
mismas a los genes que las codifican. Se crean proteinas de fusion que se unen al fragmento de reconocimiento de
antigeno fluorescente con la secuencia de proteina A, proporcionando de este modo un mecanismo para unir los
ligandos de union a los genes que los codifican.

Los sistemas de presentacion de plasmidos se basan en la fusién de proteinas presentadas a proteinas de uniéon a
ADN, tales como el represor lac (véase, por ejemplo, Gates et al., 1996, J. Biol, 255:373-386; 1996, Methods Enzymol.
267:171-191). Cuando el operador lac también esta presente en el plasmido, la proteina de unién a ADN se une a ély
puede purificarse conjuntamente con el plasmido. Pueden crearse bibliotecas unidas a la proteina de union a ADN, y
explorarse tras lisis de las bacterias. Los plasmidos/proteinas deseados se rescatan por transfeccién o amplificacion.
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También puede realizarse seleccion en una biblioteca de presentacion de fagos.

La construccion de bibliotecas de presentacion de fagos aprovecha la capacidad del bacteri6fago para presentar
péptidos y proteinas en sus superficies, es decir, en sus capsidas. Con frecuencia, se usan fagos filamentosos tales
como M13, fd o f1. El fago filamentoso contiene ADN monocatenario rodeado de multiples copias de genes que
codifican proteinas de la cubierta mayores y menores, por ejemplo, plll. Las proteinas de cubierta se presentan en la
superficie externa de la capsida. Se transcriben conjuntamente secuencias de ADN insertadas en fase con genes de
proteinas de la capsida para generar proteinas de fusidon o fragmentos de proteinas presentados en la superficie del
fago. Las bibliotecas de fagos pueden presentar por lo tanto péptidos representativos de la diversidad de las secuencias
insertadas. Significativamente, estos péptidos pueden presentarse en conformaciones plegadas “de forma natural’. Los
fragmentos de reconocimiento de antigenos fluorescentes expresados en bibliotecas de presentacion de fagos pueden
unirse después a moléculas diana, es decir, pueden interaccionar especificamente con moléculas comparieras de unién
tales como antigenos, por ejemplo, (Petersen, 1995, Mol. Gen. Genet. 249: 425-31), receptores de superficie celular
(Kay, 1993, Gene 12859-65), y proteinas extracelulares e intracelulares (Gram, 1993, J. Immunol. Methods, 161: 169-
76).

El concepto de usar fagos filamentosos, tales como M13 o fd, para presentar péptidos en superficies de capsida de
fagos se introdujo por primera vez por Smith, 1985, Science 228:1315-1317. Se han presentado péptidos en superficies
de fagos para identificar muchos ligandos potenciales (véase, por ejemplo, Cwirla, 1990, Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
87:6378-6382). Hay numerosos sistemas y métodos para generar bibliotecas de presentacion de fagos descritos en la
bibliografia cientifica y de patentes, véase, por ejemplo, Sambrook y Russell, Molecule Cloning: A Laboratory Manual, 32
edicién, Cold Spring Harbor Laboratory Press, capitulo 18, 2001; Phage, Display of Peptides and Proteins: A Laboratory
Manual, Academic Press, San Diego, 1996; Crameri, 1994, Eur J. Biochem. 226:53-58; de Kruif, 1995, Proc. Natl. Acad.
Sci. USA, 92:3938-3942; McGregor, 1996, Mol Biotecnol, 6:155-162; Jacobsson, 1996, Biotechniques, 20: 1070-1076;
Jespers, 1996, Gene, 173:179-181; Jacobsson, 1997, Microbiol Res., 152:121-128; Fack, 1997, J. Immunol. Methods,
206:43-52; Rossenu, 1997, J. Protein Chem., 16:499-503; Katz, 1997, Annu. Rev. Biophys. Biomol. Struct., 26: 27-45;
Rader, 1997, Curr. Opin. Bioltechnol., 8:503-508; Griffiths, 1998, Curr. Opin. Biotechnol., 9:102-108.

Tipicamente, se insertan acidos nucleicos exdgenos que codifican las secuencias proteicas para presentar en un gen de
proteina de cubierta, por ejemplo gen Il o gen VIl del fago. Las proteinas de fusion resultantes se presentan en la
superficie de la capsida. La proteina VIII esta presente en aproximadamente 2700 copias por fago, en comparacion con
de 3 a 5 copias para la proteina Ill (Jacobsson (1996), mencionado anteriormente). Pueden usarse vectores de
expresion multivalentes, tales como fagémidos, para manipulacion de las secuencias de acido nucleico que codifican la
biblioteca de fragmentos de reconocimiento de antigenos fluorescentes y produccion de particulas de fagos en bacterias
(véase, por ejemplo, Felici, 1991, J. Mol. Biol., 222:301-310).

Con frecuencia se emplean vectores fagémidos para construir la biblioteca de fagos. Estos vectores incluyen el origen
de replicacion de ADN del genoma de un bacteriéfago filamentoso monocatenario, por ejemplo, M13 o f1 y requieren la
aportacion de las otras proteinas de fagos para crear un fago. Este se proporciona habitualmente por un fago auxiliar
que es menos eficaz en empaquetamiento en particulas de fago. Puede usarse un fagémido del mismo modo que un
vector plasmidico ortodoxo, pero también pueden usarse para producir particulas de bacteriéfagos filamentosas que
contengan copias monocatenarias de segmentos clonados de ADN.

No es necesario que la proteina o el fragmento proteico presentado sea una proteina de fusién entre el (poli)péptido que
comprende la regién variable y la proteina del sistema de presentacion. Por ejemplo, el (poli)péptido que comprende la
region variable (es decir, el fragmento de reconocimiento del antigenos fluorescente) puede unirse a una proteina de
cubierta debido a una interaccion no covalente, por ejemplo, una interaccion de union de superenrollamiento, tal como
una union jun/fos, o una interaccion covalente mediada por cisteinas (véase, por ejemplo, Crameri et al., 1994, Eur. J.
Biochem., 22653-58) con o sin interacciones no covalentes adicionales. Morphosys ha descrito un sistema de
presentacion en el que se pone una cisteina en el extremo C-terminal del scFv o Fab, y se pone otra en el extremo N-
terminal de g3p. Los dos se ensamblan en el periplasma y se produce presentacion sin un gen o proteina de fusion.

No es necesario que la proteina de cubierta sea enddgena. Por ejemplo, pueden incorporarse proteinas de uniéon a ADN
en el genoma de fago/fagémido (véase, por ejemplo, McGregor y Robins, 2001, Anal. Biochem., 294:108-117,). Cuando
la secuencia reconocida por dichas proteinas también esta presente en el genoma, la proteina de unién a ADN se
incorpora en el fago/fagémido. Esta puede actuar como una proteina de vector de presentacion. En algunos casos se ha
mostrado que la incorporacién de proteinas de union de ADN en la cubierta del fago puede producirse
independientemente de la presencia de la sefial de ADN reconocida.

También puede usarse otro fago. Por ejemplo, pueden emplearse vectores T7, vector T4, vectores T2 o vectores
lambda en los que el producto presentado en la particula de fago madura se libera por lisis celular.
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Otra metodologia es la tecnologia del fago infeccioso selectivo (SIP), que posibilita la seleccion in vivo de pares de
proteina-ligando de interaccion. Un “fago infeccioso selectivo” consiste en dos componentes independientes. Por
ejemplo, una particula de fago filamentoso recombinante se hace no infecciosa reemplazando sus dominios N-
terminales de proteina del gen 3 (g3p) con una proteina de interés, por ejemplo, un antigeno. El acido nucleico que
codifica el antigeno puede insertarse de modo que se exprese. El segundo componente es una molécula “adaptadora”
en la que el fragmento de reconocimiento de antigeno fluorescente se une a los dominios N-terminales de g3p que estan
ausentes en la particula de fago. Se restaura la infecciosidad cuando la proteina presentada (por ejemplo, un fragmento
de reconocimiento de antigenos fluorescente) se une al antigeno. Esta interaccion une los dominios N-terminales
ausentes de g3p con la particula de presentacion de fagos. La propagacion de fagos se hace estrictamente dependiente
de la interaccion proteina-ligando. Véase, por ejemplo, Spada, 1997, J. Biol. Chem. 378:445-456; Pedrazzi, 1997, FEBS
Lett. 41 5:289-293; Hennecke, 1998, Protein Eng. 11:405-410.

La presente memoria descriptiva también describe una proteina de fusién que comprende una primera secuencia
(poli)peptidica que comprende la region variable de un anticuerpo de cadena pesada de Camelidae (incluyendo
cualquier camello o dromedario) y una segunda secuencia (poli)peptidica, que es una proteina detectable,
preferentemente de una proteina detectable, por ejemplo fluorescente, cromdéfora o fosforescente, en la que dicha (a)
primera secuencia (poli)peptidica esta codificada por la secuencia del acido nucleico SEQ ID NO: 11, 31, 130 15 0
codificada por una secuencia de un acido nucleico con al menos el 70% de identidad de secuencia y (b) segunda
secuencia (poli)peptidica, si es de una proteina fluorescente o cromdfora, es (i) la proteina verde fluorescente de
Aequorea victoria codificada por la secuencia del acido nucleico SEQ ID NO: 7, o un mutante fluorescente o fragmento
del mismo; (ii) la proteina roja fluorescente de Discosoma (DsRed) codificada por la secuencia del acido nucleico SEQ
ID NO: 9, o un mutante fluorescente o fragmento del mismo; o (iii) un homdlogo funcional de (i) o (ii) con al menos el
80% de identidad de secuencia, mas preferentemente al menos el 85%, aun mas preferentemente al menos el 90%, aun
mas preferentemente al menos el 95% y mas preferentemente con al menos el 98% de identidad de secuencia que
conserva la actividad fluorescente de la proteina de fusién; en el que dicha primera secuencia (poli)peptidica esta
localizada en direcciéon N-terminal de dicha segunda secuencia (poli)peptidica, estando separadas opcionalmente dichas
secuencias por un enlazador de al menos un resto de aminoacido. El término “fragmento” se refiere a fragmentos
funcionales capaces de unirse especificamente con el antigeno.

Las proteinas de fusién son proteinas quiméricas que consisten en secuencias derivadas de al menos dos moléculas
diferentes. De acuerdo con las ensefianzas de la presente invencion, la region codificante que codifica la regidn variable
de una inmunoglobulina esta fusionada en fase con la region codificante que codifica uno o mas (poli)péptidos
detectables, tales como (poli)péptidos fluorescentes. Puede realizarse fusion por cualquier técnica conocida por el
experto en la materia, siempre que dé como resultado la fusidbn en fase de dichas regiones codificantes.
Convencionalmente, la generacion de una proteina de fusion de dos proteinas o dominios separados se basa en el
“corte y empalme de dos caras por extension solapante” descrito en Horton R., et al, 1989, Gene 77:61-68. Los
fragmentos que codifican los dominios Unicos o proteinas se generan en dos reacciones de PCR primarias separadas.
Los cebadores internos para las reacciones de PCR primarias contienen una region complementaria significativa, de
aproximadamente 20 pb, que permite la fusion de los dos fragmentos de dominio en la segunda PCR. Como alternativa,
las regiones codificantes pueden fusionarse haciendo uso de sitios de restriccion que puede ser de origen natural o
introducirse por tecnologia de ADN recombinante.

La presente memoria descriptiva también describe que la secuencia del segundo (poli)péptido de la proteina de fusion
puede comprender los restos 1 a 239 de SEQ ID NO: 6 o 1 a 226 de SEQ ID NO: 8 o un mutante fluorescente o
fragmento del mismo.

La presente memoria descriptiva de la invencion también describe que el mutante de la proteina roja fluorescente puede
ser mRFP1 como se muestra en SEQ ID NO: 17 o una proteina o (poli)péptido codificado por la secuencia cualquiera de
SEQ ID NO: 17y 24 a 27.

La presente memoria descriptiva de la invencion también describe que la proteina de fusién puede tener la secuencia de
una cualquiera de SEQ ID NO: 18, 32, 20 o 22 o esta codificada por un acido nucleico idéntico a o que comprende la
secuencia cualquiera de SEQ ID NO: 19, 33, 21 0 23.

El cromocuerpo anti-GFP puede expresarse de forma estable en células como un monémero activo y tiene acceso a
todos los compartimentos y estructuras subcelulares ensayados. No se detectaron agregados, como se describe para
un gran numero de intracuerpos expresados de forma intracelular como scFv®. Esta funcionalidad intracelular del
dominio VHH derivado de llama sugiere que su estabilidad intrinseca (AG = 30 kJ/mol)?’ incluso en ausencia del enlace
disulfuro C22-C92 conservado es suficientemente alta para plegarse de forma apropiada. La ausencia de un par extra
de cisteinas en las CDR en el dominio de unién a epitopo de HCAb derivados de llama podria ser por lo tanto una
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ventaja natural frente a dominios VHH de dromedarios, cuando sea esencial un enlace disulfuro entre bucles de
aparicién frecuente para el reconocimiento de antigenosg’za. El cromocuerpo de GFP, en el que una de las cisteinas
conservadas en la region VHH se han mutado a serina muestra no solo una mayor estabilidad de la molécula, sino
sorprendentemente también una mejor accesibilidad de la molécula dentro de la célula.

La presente memoria descriptiva de la invencién también describe que la proteina de fusién puede comprender ademas
una secuencia diana seleccionada del grupo que consiste en sefial de localizacion nuclear (NLS), secuencia de
importacion al reticulo endoplasmico, secuencia de importacion a la mitocondria. Un ejemplo de una NLS es la
secuencia de péptidos PKKKRKYV (sefal de localizacion nuclear (NLS) del antigeno T grande de SV40, D. Kalderon et
al., 1984, Cell 39:499) que es capaz de dirigir las proteinas heterélogas al nicleo. Un ejemplo de la “secuencia de
importacion al reticulo endoplasmico” es el péptido MMSFVSLLLVGILFWATEAEQLTRCVFQ (sefal de localizacion en
RE de cadena ligera de inmunoglobulina, Blobel G. & B. Dobberstein, 1975 J.Cell.Biol. 67:835-851) que es capaz de
dirigir proteinas heterdlogas al lumen del RE. Un ejemplo de una “secuencia de importacion mitocondrial” es el péptido
MLSLRQSIRFFRPATRTLCSSRYLL (Neupert W. 1997 Annu. Rev. Biochem. 66:863-917) que es capaz de dirigir
proteinas heterdlogas a la mitocondria.

La presente memoria descriptiva también describe un fragmento de la proteina de fusién capaz de unirse
especificamente a su epitopo, comprendiendo dicho fragmento marco 1, CDR1, marco 2, CDR2, marco 3 y CDR3,
codificado por la molécula de acido nucleico cualquiera de SEQ ID NO: 11, 13, 15 o codificado por una molécula de
acido nucleico con al menos el 70%, mas preferentemente el 80%, mas preferentemente al menos el 85%, ain mas
preferentemente al menos el 90%, aun mas preferentemente al menos el 95% y mas preferentemente al menos el 98%
de identidad de secuencia. Se prefiere que los cambios con respecto a la secuencia de referencia SEQ ID NO: 1 se
localicen fuera de las CDR. Sin embargo, se pueden introducir mutaciones particulares en al menos una posicion de la
CDR para modular la afinidad del fragmento por GFP. “Modular la afinidad” significa aumentar o reducir la constante de
disociacion Kp del complejo de GFP y fragmento.

Como se ilustra en el Ejemplo 6 de la presente invencidon, dicho fragmento es particularmente eficaz en
inmunoprecipitacion de GFP. Los resultados descritos en el presente documento son bastante sorprendentes puesto
que este fragmento, aunque no contiene la parte Fc de los anticuerpos convencionales, aun es capaz de asociarse con
la proteina A. Los experimentos mostrados en el presente documento demuestran que este fragmento es altamente
eficaz en ensayos de inmunoprecipitacion convencionales. Ademas este fragmento no solamente inmunoprecipita su
antigeno (como se demuestra en la Figura 7B) sino también proteinas de interaccién (como se muestra en la Figura 8).
El bajo peso molecular y el estado monomérico de este fragmento de anticuerpo permite una manipulacién sencilla en
enfoques bioquimicos, comenzando con la expresion de alto rendimiento en una célula hospedadora como E. coliy una
purificacion de una etapa (mostrada en la Figura 6A). A diferencia de los anticuerpos convencionales este fragmento de
anticuerpo, debido a su naturaleza, no interfiere en aplicaciones como SDS-PAGE y/o una transferencia de western. Los
anticuerpos convencionales muestran una cadena ligera y pesada desnaturalizada, que con frecuencia interfiere con la
deteccion del antigeno y/o proteinas coprecipitadas por inmunodeteccion o analisis de espectrometria de masas.

La presente memoria descriptiva también describe que la proteina de la presente invenciéon puede comprender ademas
(a) un marcador seleccionado del grupo que consiste en el marcador His, el marcador Myc, el marcador GST, el
marcador Strep, el sitio de reconocimiento para biotinilacion y opcionalmente (b) el sitio de reconocimiento para una
proteasa. Hablando en general, puede usarse cualquier epitopo con un anticuerpo de alta afinidad correspondiente
como un marcador. Se prefieren particularmente el marcador myc (véase, por ejemplo, Kieke, 1997, Protein Eng. 10:
1303-1310), marcador His (Pharmacia) o el marcador GST (Pharmacia) o el marcador Strep (véase por ejemplo Skerra
& Schmidt (1999) Biomolecular Engineering 16: 79-86). Uno de los enfoques mas habitualmente usados es marcar la
proteina recombinante en uno de los extremos con la enzima glutation S-transferasa (GST) o un fragmento de la misma,
que tiene alta afinidad por su ligando natural glutation (que es el tripéptido y-glutamilcisteinilglicina, habitualmente
abreviado GSH). La proteina se purifica usando una resina con GSH unida covalentemente. Después de la elucion de
las proteinas contaminantes con tampon, la proteina marcada se eluye con una solucién de GSH. Otro método popular
es marcar la proteina en uno de los extremos con 6-10 restos de His que confieren a la proteina recombinante la
capacidad de unirse con una resina de Ni%". Después de la elucion de proteinas contaminantes con tampon, la proteina
marcada se separa por competencia de la columna Ni** con una solucion de tampodn que contiene imidazol (recuérdese
que la cadena lateral de His contiene un anillo de imidazol).

La presente memoria descriptiva también describe una molécula de acido nucleico que codifica la proteina de fusion.
Dicha molécula de acido nucleico puede ser una molécula de ARN o ADN.

La presente memoria descriptiva también describe un vector de expresidon que comprende la molécula de acido

nucleico. El vector de expresion puede ser un vector de expresion eucariota o procariota, preferentemente un vector de
expresion de mamifero.
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Un vector de expresion de mamifero tipico contiene el elemento promotor, que media en el inicio de la transcripcion del
ARNm, la secuencia codificante de proteina y sefiales requeridas para la terminacion de la transcripcion y
poliadenilacion del transcrito. Ademas, también pueden incluirse elementos tales como origen de replicacion, gen de
resistencia a farmacos, reguladores (como parte de un promotor inducible). EI promotor /ac es un promotor inducible
tipico, util para células procariotas, que puede inducirse usando el analogo de lactosa isopropiltiol-b-D-galactésido.
(“IPTG”). Para expresion recombinante, el fragmento de anticuerpo puede ligarse entre por ejemplo la sefial lider de
PelB, que dirige la proteina recombinante en el periplasma y el gen lll en un fagémido llamado pHEN4 (descrito en
Ghahroudi et al, 1997, FEBS Letters 414521-526). Los elementos adicionales podrian incluir potenciadores, secuencias
Kozak y secuencias intermedias flanqueadas por sitios donadores y aceptores para corte y empalme de ARN. Puede
conseguirse transcripcion altamente eficaz con los promotores temprano y tardio de SV40, las repeticiones terminales
largas (LTR) de retrovirus, por ejemplo, RSV, HTLVI, VIHI, y el promotor temprano del citomegalovirus (CMV). Sin
embargo, también pueden usarse elementos celulares (por ejemplo, el promotor de actina humano). Los vectores de
expresion adecuados para su uso en la practica de la presente invencion incluyen, por ejemplo, vectores tales como
pSVL y pMSG (Pharmacia, Uppsala, Suecia), pRSVcat (ATCC 37152), pSV2dhfr (ATCC 37146) y pBC12MI (ATCC
67109). Las células hospedadoras de mamifero que podrian usarse incluyen células Hela, 293, H9 y Jurkat humanas,
células NIH3T3 y C127 de ratén, Cos 1, Cos 7 y CV1, células QC1-3 de codorniz, células L de ratén y células de ovario
de hamster chino (CHO). Como alternativa, el (poli) péptido recombinante puede expresarse en lineas celulares estables
que contienen la construccion génica integrada en un cromosoma. La cotransfeccion con un marcador seleccionable tal
como dhfr, gpt, neomicina, higromicina permite la identificacion y aislamiento de las células transfectadas. El acido
nucleico transfectado también puede amplificarse para expresar grandes cantidades del (poli) péptido codificado. El
marcador de DHFR (dihidrofolato reductasa) es util para desarrollar lineas celulares que porten varios cientos o incluso
varios miles de copias del gen de interés. Otro marcador de seleccion util es la enzima glutamina sintasa (GS) (Murphy
et al. 1991, Biochem J. 227: 277-279; Bebbington et al. 1992, Bio/Technology 10: 169-175). Usando estos marcadores,
las células de mamifero se cultivan en medio selectivo y se seleccionan las células con mayor resistencia. Como se ha
indicado anteriormente, los vectores de expresion preferentemente incluiran al menos un marcador seleccionable. Tales
marcadores incluyen dihidrofolato reductasa, G418 o resistencia a neomicina para cultivo de células eucariotas y genes
de resistencia a tetraciclina, kanamicina o ampicilina para cultivar en E. coli y otras bacterias. Los ejemplos
representativos de hospedadores apropiados incluyen, pero sin limitacion, células bacterianas, tales como células de E.
coli, Streptomyces y Salmonella typhimurium; células fungicas, tales como células de levadura; células de insecto tales
como células de Drosophila S2 y Spodoptera Sf9; células animales tales como células CHO, COS, 293 y melanoma de
Bowes; y células vegetales. Se conocen en la técnica medios y condiciones de cultivo apropiados para las células
hospedadoras anteriormente descritas.

El polipéptido expresado de forma recombinante puede contener restos de aminoacidos adicionales para aumentar la
estabilidad o para modificar la direccion de la proteina. Por ejemplo, puede afadirse una regiéon de aminoacidos
adicionales, particularmente aminoacidos cargados, al extremo N-terminal del polipéptido para mejorar la estabilidad y
persistencia en la célula hospedadora, durante la purificacion, o durante la manipulacién y almacenamiento posteriores.
Ademas, pueden afadirse restos peptidicos al polipéptido para facilitar la purificacion. Tales regiones pueden retirarse
antes de la preparacion final del polipéptido. La adicién de restos peptidicos a polipéptidos para inducir secrecién o
excrecion, para mejorar la estabilidad y para facilitar la purificacion, entre otros, son técnicas familiares y rutinarias en
este campo. Una proteina de fusion preferida comprende una region heteréloga de inmunoglobulina que es util para
estabilizar y purificar proteinas. Por ejemplo, el documento EP-A-0 464 533 (homdlogo Canadiense 2045869) describe
proteinas de fusiéon que comprenden diversas partes de region constante de moléculas de inmunoglobulina junto con
otra proteina humana o parte de la misma. En muchos casos, la parte de Fc en una proteina de fusiéon es
verdaderamente ventajosa para su uso en terapia y diagnéstico y por lo tanto da como resultado, por ejemplo,
propiedades farmacocinéticas mejoradas (documento EP-A 0 232262). Por otro lado, para algunos usos seria deseable
poder suprimir la parte Fc después de que la proteina de fusion se haya expresado, detectado y purificado de la manera
ventajosa descrita. En el descubrimiento de farmacos, por ejemplo, se han fusionado proteinas humanas, tales como
hIL-5, con partes Fc para el fin de realizar ensayos de exploracion de alto rendimiento para identificar antagonistas de
hIL-5. Véase, D. Bennett et al., J. Molecular Recognition 8: 52-58 (1995) y K. Johanson et al., J. Biol. Chem. 270: 9459-
9471 (1995). Las proteinas de fusién pueden recuperarse y purificarse de cultivos de células recombinantes por
métodos bien conocidos incluyendo precipitacion con sulfato de amonio o etanol, extraccion acida, cromatografia de
intercambio anidnico o catiénico, cromatografia de fosfocelulosa, cromatografia de interaccion hidréfoba, cromatografia
de afinidad y/o cromatografia de hidroxiapatita. Mas preferentemente, se usa cromatografia liquida de proteinas rapida
(FPLC) para purificacion, sin embargo, también puede emplearse cromatografia liquida de alto rendimiento (“‘HPLC”)
para purificacion.

La presente memoria descriptiva también describe una célula hospedadora que comprende la molécula de acido
nucleico y/o el vector de expresion. La célula hospedadora puede ser una célula hospedadora eucariota o procariota.
Preferentemente las células hospedadoras para usar para expresion del (poli) péptido, proteina o proteina de fusién se
seleccionan del grupo que consiste en células bacterianas incluyendo E. coli: XI1 blue, BL21, JM 109; células eucariotas
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inferiores incluyendo levadura Saccharomyces cerevisiae, Pichia Pastoris; o cualquier célula o cepa descrita en
Sambrook y Russel, 2001, Molecular Cloning: A Laboratory Manual 32 edicién, Cold Spring Harbor Laboratory Press,
Apéndice 3.

También se describen en el presente documento proteinas de fusién, que pueden obtenerse de la célula hospedadora o
del método de la presente invencion. La proteina recombinante puede recuperarse de células o sobrenadante de cultivo
celular por cualquier método adecuado conocido por el experto en la materia. Se describen métodos tipicos en Bollag,
D.M. y Edelstein, S.J., 1991 (véase Protein Methods Wiley-Liss, Nueva York, Methods in Enzymology, 1990, Guide to
Protein Purification, Vol. 182, Academic Press, Nueva York).

La presente memoria descriptiva también describe un método para generar una biblioteca de proteinas detectables,
tales como fluorescentes, capaces de unién a antigeno, que comprende las etapas del método como se ha descrito
anteriormente. También se describe una biblioteca generada por este método. Dichas bibliotecas permiten una
exploracioén directa y rapida de nuevas proteinas detectables, tales como fluorescentes, capaces de unién a antigeno.
Puede evitarse el enfoque caro y que requiere mucho tiempo que implica la inmunizacién animal tradicional. Ademas, se
necesita menos antigeno y pueden evitarse los efectos adversos de antigenos biolégicos durante la inmunizacion. Estas
nuevas proteinas capaces de unién a antigeno estan inmediatamente listas para su uso, sin ningin procedimiento
experimental adicional como reticulacion quimica con, por ejemplo, fluoréforos o enzimas cromogénicas o estructuras
moleculares para deteccion o cuantificacion. Los fragmentos de anticuerpo fluorescentes (cromocuerpos) identificados
en la exploracion inicial pueden mejorarse adicionalmente en su especificidad y afinidad por mutagénesis posterior y
ciclos de seleccioén adicionales.

Se describe también en el presente documento un método para purificar la proteina o proteina de fusion, que
comprende (a) poner en contacto una solucién que comprende la proteina con un compuesto capaz de unirse
especificamente a la proteina, en la que antes o después de la unién, el compuesto se une a un soporte sélido; (b) lavar
el soporte sdlido de la etapa (a) para retirar constituyentes unidos de forma no especifica; (c) eluir la proteina de fusion.

Un “compuesto capaz de unirse especificamente a la proteina” puede ser un anticuerpo o fragmento de anticuerpo o un
antigeno para el que es especifica la proteina de fusion. Los soportes sdélidos que pueden emplearse de acuerdo con la
invencion incluyen material de filtro, microplacas, obleas, placas de microtitulacion y perlas, por nombrar algunas. La
union significa union covalente o no covalente. Las proteinas y proteinas de fusidon pueden solubilizarse en tampones de
proteinas convencionales tales como PBS. 1xPBS con un pH de 7,5 es el tampon preferido, pero también pueden
usarse otros tampones (véase Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual 32 edicion, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Apéndice A1.2, 2001). Estos otros tampones pueden seleccionarse por el experto en la materia
usando métodos convencionales conocidos en la técnica. La etapa de lavado puede realizarse a diferente concentracion
salina para modificar o modular la especificidad de la unién proteica. Por ejemplo en 1xPBS que contiene NaCl o KCI
150 mM - 1 M. El procedimiento completo se basa en un protocolo convencional para, por ejemplo, inmunoprecipitacion
conjunta proporcionada por el Kit de Inmunoprecipitacion Conjunta ProFound M Pierce, Rockford, Estados Unidos.
También puede usarse cualquier otro protocolo descrito para purificaciéon proteica o identificacion de interacciones
proteicas y purificacion proteica usando anticuerpos (Referencias: Methods in Enzymology, 1990, Guide to Protein
Purification, Vol. 182, Academic Press, Nueva York; Harlow, E. y Lane, D. 1988 Antibodies, A Laboratory Manual,
Capitulo 11, Cold Spring Harbor, Nueva York; Hermanson, G.T.,1992, Immobilized Affinity Ligands Techniques,
Academic Press, Inc., San Diego, CA; Sambrook y Russel, 2001, Molecular Cloning: A Laboratory Manual 32 edicion,
Cold Spring Harbor Laboratory Press, Apéndice A1.2). La proteina de fusion puede contener una secuencia marcadora
como se ha definido anteriormente. Por ejemplo puede usarse cualquier epitopo con un anticuerpo de alta afinidad
correspondiente como un marcador, por ejemplo, un marcador myc (véase, por ejemplo, Kieke, 1997, Protein Eng. 10:
1303-1310) o un marcador His (Pharmacia). Véase también Maier, 1998, Anal. Biochem. 259: 68-73; Muller, 1998, Anal.
Biochem. 259: 54-61. Dicho compuesto capaz de unirse especificamente a la proteina de fusién puede ser un
compuesto que se une especificamente a la secuencia marcadora. Se han descrito varios marcadores en la memoria
descriptiva de la presente invencion, todos estos marcadores pueden emplearse.

También se describe en el presente documento un método para identificar una proteina detectable, tal como
fluorescente, capaz de unirse especificamente con un antigeno, que comprende las etapas de: (a) proporcionar una
biblioteca creada con el método descrito anteriormente; (b) explorar la biblioteca con un antigeno; (c) seleccionar un
miembro de la biblioteca que se una al antigeno. La exploracion de la biblioteca puede realizarse por cualquiera de los
métodos de exploracion descritos en el presente documento. Preferentemente la biblioteca se explora por presentacion
de fagos (referencia y protocolo: Clackson T. y Lowman H.B., 2004, Phage Display: A Practical Approach, Oxford
University Press Inc., Nueva York).

La presente memoria descriptiva también describe un método para detectar la presencia, cantidad o localizacion

subcelular de una estructura antigénica de interés en una célula, que comprende las etapas de: (a) poner en contacto la
célula con la proteina de fusién como se ha descrito anteriormente en condiciones que permitan que la proteina de
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fusion se una a dicha estructura antigénica; (b) lavar la proteina de fusién no unida de la célula; (c) exponer la célula a
luz correspondiente a la longitud de onda de excitacion de la proteina de fusion; y (d) detectar la energia, tal como
fluorescencia emitida de la célula, en el que la energia detectada tal como fluorescencia indica la presencia de la
estructura en la superficie celular. El pequefio tamafio del dominio de unién a antigeno permite la deteccion de
antigenos de otro modo inaccesibles en una superficie celular. Ademas, permite una mayor resolucién de estructuras
biolégicas complejas. Mediante la visualizacion directa del antigeno en una superficie celular usando el cromocuerpo,
puede tener lugar una deteccion estequiométrica con respecto a cuantificacion lineal.

La presente memoria descriptiva también describe un método para detectar la presencia o cantidad de una estructura
antigénica de interés, que comprende las etapas de: (a) poner en contacto una muestra sospechosa de contener la
estructura antigénica de interés con la proteina de fusion en condiciones que permitan que la proteina de fusion se una
con la proteina de interés; (b) retirar la proteina de fusién no unida de la muestra; (c) exponer la muestra a luz
correspondiente a la longitud de onda de excitacién de la proteina de fusion; y (d) detectar la energia (tal como
fluorescencia, fosforescencia, etc.) emitida desde la muestra, en el que la energia detectada indica la presencia o
cantidad de la estructura antigénica. Este enfoque bioquimico permite una deteccién directa de un antigeno usando la
fluorescencia de la proteina de fusién unida. A diferencia de métodos convencionales que implican deteccion de
anticuerpos secundarios o reacciones de seguimiento enzimaticas éste proporciona un método sencillo y rapido. Por lo
tanto este método es ideal para estudios de exploracion de extractos celulares o soluciones proteicas liquidas con
respecto a la presencia del antigeno de interés. La correlacion directa de la fluorescencia de la proteina de fusién unida
y el antigeno da como resultado una cuantificacion sencilla y directa del antigeno de interés en la sonda.
Preferentemente la energia detectada es energia emitida desde una proteina fluorescente, fosforescente o
cromogénica.

La proteina de fusion o la estructura antigénica contenida en la muestra se pueden acoplar a un soporte sélido.

El método puede comprender la etapa adicional de realizar cromatografia antes de exponer la muestra a luz
correspondiente a la longitud de onda de excitacion de la proteina de fusion.

Dicha estructura antigénica se puede seleccionar de proteina, modificaciéon de proteina, cofactor, compuesto molecular
pequefio, ADN y ARN. La memoria descriptiva describe ademas un método para purificar el fragmento de la proteina de
fusion como se ha descrito anteriormente, que comprende las etapas de: (a) poner en contacto una solucién que
comprende dicho fragmento con un anticuerpo o un compuesto capaz de unirse especificamente a la secuencia
marcadora, en el que antes o después de la union, el anticuerpo o compuesto de unién marcador se une al soporte
solido; (b) lavar el soporte sdlido de la etapa (a) para retirar constituyentes unidos de forma no especifica; (c) eluir la
proteina.

Se describe ademas en el presente documento un método para acoplar el fragmento purificado con un soporte
inmovilizado, que comprende las etapas de: (a) poner en contacto una solucién que comprende el fragmento proteico
con un anticuerpo o un compuesto capaz de unirse especificamente con dicha proteina; (b) unir el anticuerpo o
compuesto unido antes de o después de la unién de dicha proteina con un soporte sélido; (c) lavar el soporte sélido de
la etapa (b) para retirar constituyentes unidos de forma no especifica.

La presente memoria descriptiva también describe un método para purificar una estructura génica de interés, que
comprende a) poner en contacto una muestra que contiene dicha estructura antigénica con I. una proteina de fusion
dirigida a dicha estructura antigénica, comprendiendo dicha proteina de fusion una primera secuencia (poli)peptidica que
comprende la region variable de un anticuerpo de cadena pesada de Camelidae y una segunda secuencia
(poli)peptidica, que es una proteina detectable, preferentemente de una proteina fluorescente o croméfora, en la que
dicha (1.) primera secuencia (poli)peptidica esta codificada por la secuencia del acido nucleico SEQ ID NO: 2 o
codificada por una secuencia de un acido nucleico con al menos el 70 % de identidad de secuencia con la misma; y (2.)
segunda secuencia (poli)peptidica es una proteina detectable, preferentemente (i) la proteina verde fluorescente de
Aequorea victoria codificada por la secuencia del acido nucleico SEQ ID NO: 7, o un mutante fluorescente o fragmento
de la misma; (i) la proteina roja fluorescente de Discosoma (DsRed) codificada por la secuencia del acido nucleico SEQ
ID NO: 9, o un mutante fluorescente o fragmento del mismo; o (iii) un homologo funcional de (i) o (ii) con al menos el 80
% de identidad de secuencia, preferentemente al menos el 85%, alin mas preferentemente al menos el 90%, aun mas
preferentemente al menos el 95% y mas preferentemente con al menos el 98% de identidad de secuencia que conserva
la actividad fluorescente de la proteina de fusion; en la que dicha primera secuencia (poli)peptidica se localiza en
direccion N-terminal o C-terminal de dicha segunda secuencia (poli)peptidica, estando separadas opcionalmente dichas
secuencias por un enlazador de al menos un resto de aminoacido, o Il. un (poli)péptido que comprende la region
variable de un anticuerpo de cadena pesada de Camelidae codificado por la secuencia del acido nucleico SEQ ID NO: 2
o codificada por una secuencia de un acido nucleico con al menos el 70% de identidad de secuencia con la misma; en el
que la proteina de fusion esta unida a un soporte soélido; b) opcionalmente lavar el soporte sélido de la etapa a) para
retirar constituyentes unidos de forma no especifica; c) eluir la estructura antigénica.
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El término “purificar” como se usa a lo largo de la presente memoria descriptiva resume técnicas usadas para aislar una
estructura antigénica. El término comprende, pero sin limitacion, purificaciéon por inmunoprecipitacion, cromatografia de
exclusion por tamafio o afinidad, y similares y cualquier combinacion de las mismas.

Dicha regién variable comprende marco 1, CDR1, marco 2, CDR2, marco 3 y CDR3, y esta codificada por la secuencia
del acido nucleico SEQ ID NO: 2 o esta codificada por una secuencia de acido nucleico con al menos el 70%, mas
preferentemente el 80%, mas preferentemente al menos el 85 %, aun mas preferentemente al menos el 90%, aiun mas
preferentemente al menos el 95% y mas preferentemente al menos el 98 % de identidad de secuencia de la misma. La
“union especifica” puede describirse, por ejemplo, con respecto a reactividad cruzada. Preferentemente, los agentes de
union especificos son proteinas (proteinas de fusion o fragmentos de las mismas) que tienen una constante de
disociacién o Kp de menos de 1072 M en particular 5x10™ M, 10™ M, 5x107 M, 10™ M, 5x107"° M y 10" M.

La secuencia de (a) CDR1 puede consistir en los restos mostrados en SEQ ID NO: 3; (b) CDR2 consiste en los restos
mostrados en SEQ ID NO: 4; y (c) CDRS3 consiste en los restos mostrados en SEQ ID NO: 5.

Dicha primera secuencia (poli)peptidica de dicha proteina de fusion o el (poli)péptido puede comprender la region
variable de un anticuerpo de cadena pesada de Camelidae y tiene la secuencia cualquiera de SEQ ID NO: 10, 30, 12 o
14 o esta codificada por la secuencia cualquiera de SEQ ID NO: 11, 31, 13 0 15.

Dicha segunda secuencia (poli)peptidica puede comprender los restos de 1 a 239 de SEQ ID NO: 6 0 1 a 226 de SEQ
ID NO: 8 o un mutante fluorescente o fragmento del mismo.

Dicho mutante de la proteina roja fluorescente puede ser mRFP1 codificada por SEQ ID NO: 17 o cualquiera de los
mutantes fluorescentes de DsRed codificados por una cualquiera de SEQ ID NO: 17 y 24 a 27 o por un fragmento de los
mismos. Puede usarse cualquier mutante fluorescente derivado de DsRed de acuerdo con las ensefianzas de la
presente memoria descriptiva. En particular, las proteinas de fusion generadas de acuerdo con las ensefianzas de la
presente memoria descriptiva pueden comprender una segunda secuencia (poli)peptidica fluorescente que comprende
cualquiera de los mutantes de DsRed anteriormente mencionados o mutantes fluorescentes o fragmentos de los
mismos.

La proteina de fusién puede comprender ademas una secuencia de direccion seleccionada del grupo que consiste en
sefial de localizacién nuclear (NLS), secuencia de importacion al reticulo endoplasmico, secuencia de importacion
mitocondrial.

La presente memoria descriptiva describe una proteina de fusion que tiene la secuencia cualquiera de SEQ ID NO: 18,
20 o 22 o que se codifica por una molécula de acido nucleico que comprende la secuencia cualquiera de SEQ ID NO:
19,210 23.

También se describe un método para detectar o precipitar especificamente GFP o una proteina marcada con GFP u
otros antigenos celulares en una muestra, que comprende la etapa de poner en contacto la muestra con el cromocuerpo
anti-GFP que es especifico para GFP (SEQ ID NO: 18 y 32) o un fragmento del mismo. Dicho fragmento puede
comprender o consistir en los restos de aminoacidos como se muestran en SEQ ID NO: 10 o 30.

El cromocuerpo anti-GFP comprende ademas un marcador seleccionado del grupo que consiste en marcador de His,
marcador de Strep, sitio de reconocimiento para biotinilacion; y opcionalmente el sitio de reconocimiento para una
proteasa.

Se pueden extraer (es decir precipitarse) GFP o una proteina marcada con GFP u otros antigenos celulares y proteinas
de interaccion poniendo en contacto una muestra con la proteina purificada o un fragmento unido a un soporte soélido.
Las proteinas precipitadas conjuntamente pueden después analizarse por métodos convencionales incluyendo analisis
de espectrometria de masas.

La proteina de fusion o fragmento se puede unir a un soporte solido.

Dicho soporte sélido puede ser proteina A. La proteina A en si misma puede acoplarse a resinas habituales tales como
sefarosa.

Dicha proteina de fusion o fragmento se puede unir a dicho soporte sdlido. La expresién “unido a” comprende acoplado
covalentemente. En general, las proteinas pueden acoplarse a matrices mediante grupos amino primarios.

Dicho soporte sélido puede ser sefarosa. Las matrices o soportes sélidos son por ejemplo Sepharose 4 activada por
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NHS (Amersham), medio de afinidad activado por Affi-Gel 10 o Affi-Gel 15 (BIO-RAD) o Gel de Acoplamiento AminoLink
Plus (Pierce). También se describe en el presente documento un kit que comprende la proteina y/o la molécula de acido
nucleico y/o el vector de expresion de la presente invencion y/o la célula hospedadora de la presente invencion y/o la
biblioteca de la presente invencién y opcionalmente instrucciones para su uso.

Las Figuras muestran:

Figura 1:

Figura 2:

Figura 3:

Figura 4:

Perfil esquematico de un anticuerpo IgG convencional en comparacion con un anticuerpo IgG de
cadena pesada derivado de llama (adaptado de ref. 11). Los dominios de unién a antigeno de un IgG
convencional (a) estan compuestos de las cadenas ligera (VL) y pesada (VH) variables. Por el
contrario, en anticuerpo IgG de cadena pesada (b) de Camelidae esta desprovisto de la cadena ligera
(VL & CL) y carece también del dominio CH1. La unién a antigenos se lleva a cabo por tres regiones
determinantes de complementariedad (CDR) localizadas en el dominio variable de la cadena pesada
(VHH). Para generar un cromocuerpo fluorescente el VHH de pequefio tamafio se fusiona con una
proteina roja fluorescente monomérica (MRFP1) y se expresa en células de mamifero. (c) La
estructura potencial del cromocuerpo se modelé basandose en las estructuras cristalinas conocidas de
un VHH'"! de llama y el mRFP1%'. Dentro de esta estructura CDR1 se muestra en amarillo, CDR2 en
cian, CDR3 en verde, mRFP1 en rojo y el enlazador flexible de 24 aminoacidos se muestra como una
linea de puntos negra.

Alineamiento de siete secuencias VHH derivadas de llama (lineas 1-4) y camello (lineas 5-7). Desde
arriba a abajo: cAb-GFP4 (cAb de llama algaca inducido contra GFP, este trabajo); RR6-R2 (cAb de
llama inducido contra colorante rojo RR6> ); RR6-R9 gcAb de llama inducido contra colorante rojo
RR6%%); hCG-H14 (cAb de llama inducido contra hCG**); cAb-Lys3 (cAb de camello inducido contra
lisozima?®); cAb-TT1 (cAb de camello inducido contra toxoide del tétanos'?), AMYL-D10 (cAb de
camello inducido contra amilasa porcina35). Los restos de CDR estan coloreados en amarillo, cian y
verde para CDR 1 (H1), 2 y 3 respectivamente. Las sustituciones de aminoacidos de VHH de camélido
caracteristicas en marco 2 estan destacadas en azul. Las cisteinas se muestran en negrita. La
numeracion es de acuerdo con Kabat y wu'e. Debajo se indican los restos de aminoacidos idénticos
(*), muy similares (:) y similares (.).

El cromocuerpo anti-GFP se expresa como una proteina monomeérica estable en células de mamifero.
(a) representacion esquematica del cromocuerpo anti-GFP. (b) Se prepararon extractos celulares
totales de células 293T que expresaban el cromocuerpo anti-GFP o células tratadas con simulacion,
72 horas después de la transfeccidon. Se analizaron cantidades crecientes de proteina por
transferencia de western y deteccién con antisuero anti-mRFP1. Carril 1; 30 pug de extracto proteico de
células transfectadas con la simulacion, carril 2-4, 10, 20 y 30 ug de extracto proteico de células que
expresan cromocuerpo anti-GFP. El tamarfio predicho de la proteina quimérica es 41 kDa (panel
superior). Como control de carga, la transferencia se volvié a incubar con un anticuerpo contra PCNA
(panel inferior). (c) Analisis de filtracion en gel de extractos de células de mamifero que expresan el
cromocuerpo. Se lisaron 1x10” células 293T que expresaban el cromocuerpo anti-GFP en presencia
de NP-40 0,5% y se sometieron a filtracion en gel en una columna de Superose-12. Las fracciones se
analizaron por SDS-PAGE y en la transferencia de western se usé un anticuerpo contra mRFP1. El
cromocuerpo anti-GFP se eluye de la columna en fracciones pico correspondientes a una masa
molecular aparente de ~40 kDa. Las flechas indican la elucidon de patrones de calibracion. (d) La
expresion del cromocuerpo anti-GFP en células HelLa en ausencia de cualquier antigeno muestra una
distribucion difusa de la proteina por todo el citoplasma y el ndcleo (panel superior), que es
comparable a la distribucién de mRFP1 no fusionada en el mismo tipo celular (panel inferior).

Direccion del cromocuerpo anti-GFP a sitios de unién de proteinas de fusion de GFP en diferentes
compartimentos y estructuras celulares en células vivas. (a) Representacion esquematica de las
proteinas de fusion. (b-e) Se transfectaron de forma transitoria células HeLa con las construcciones de
fusion de GFP indicadas y el plasmido de expresion del cromocuerpo anti-GFP (con la excepcion de
(e) en el que se usaron células HelLa que expresaban de forma estable H2B-GFP). Se muestran
imagenes representativas de células vivas. (b) Los cromocuerpos anti-GFP se colocalizan con GFP-§-
actina en filamentos de actina citoesqueléticos. (c) Los cromocuerpos anti-GFP entran en el nicleo y
se unen a GFP-laminina B1 incorporada en la lamina nuclear. (d) Los cromocuerpos anti-GFP se unen
a una proteina regulada por ciclo celular, GFP-PCNA, en focos de replicacion. Se tomé una serie de
lapso de tiempo de una célula que atravesaba la fase S. Se muestra una imagen de la célula en mitad
de la fase S. (e) Los cromocuerpos anti-GFP se unen a la histona H2B-GFP incorporada en cromatina.
La célula transfectada con el cromocuerpo anti-GFP estd en prometafase y son visibles los
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Figura 5:

Figura 6:

Figura 7:

Figura 8:

ES 2 542 337 T3

cromosomas separados. Las flechas indican células no transfectadas en meta e interfase que no
expresan el cromocuerpo. La ausencia de fluorescencia roja confirma que no hay escape inespecifico
a través del canal de GFP. Barras de escala, 5 um.

Localizacion de antigenos con cromocuerpos. (a) Localizacion de una proteina de cromatina a lo largo
de la mitosis. Imagen de lapso de tiempo de una célula HeLa que expresa de forma estable la histona
H2B-GFP transfectada con el cromocuerpo anti-GFP. Se muestran fotogramas seleccionados de esta
serie temporal. En el momento en que se inicid la captura de imagenes (0 horas), esta célula estaba
en fase G2 tardia. (b) Rastreo de un componente de la maquinaria de replicacion a lo largo de la fase
S hasta G2. Imagenes de lapso de tiempo de células HelLa cotransfectadas que expresan GFP-PCNA
y el cromocuerpo anti-GFP. Se muestran fotogramas seleccionados de esta serie. Al comienzo de la
captura de imagenes (0 horas) las células estaban en fase S temprana a media. Barras de escala, 5
pm.

Purificacion de cAb-GFP4-Hisg recombinante

(A). El fragmento de anticuerpo cAb-GFP4 recombinante expresado puede purificarse en una etapa de
cromatografia. Se resuspendieron 5 ml de extracto de proteina de E. coli soluble en tampdn de unién
(1x PBS, NaCl 500 mM, imidazol 20 mM) y se cargd en una columna que contenia 1 ml de resina
NiNTA. Después de lavado exhaustivo, la proteina unida se eluy6 afadiendo por etapas 1 ml de
tampon de elucion (1x PBS, NaCl 500 mM, imidazol 200 mM). Se sometieron 2% de sobrenadante,
sedimento después de centrifugacion, flujo continuo y fraccion de elucion a SDS-PAGE y se tifieron
con azul brillante de coomassie. La fraccion principal de cAb-GFP4 eluye en las fracciones 2 y 3, que
se agruparon y dializaron frente a 1x PBS y se ajustaron a una concentracion de 1 ug/pl.

(B) Analisis de filtracion en gel del fragmento de anticuerpo cAb-GFP purificado. Se sometieron 10 pg
de cAb-GFP4 purificado a filtracion en gel en una columna de Superose-12. Las fracciones se
analizaron por SDS-PAGE y en la transferencia de western se us6 un anticuerpo contra el marcador
de histidina C-terminal (Hisg). El fragmento de anticuerpo cAb-GFP4 eluye desde la columna en
fracciones pico correspondientes a una masa molecular aparente de ~15 kDa. Las flechas indican la
elucion de patrones de calibracion.

Inmunoprecipitacion de proteinas marcadas con GFP usando el fragmento de anticuerpo cAb-GFP4
purificado

(A) representacion esquematica de las proteinas de fusion.

(B) Se lisaron Células 293T tratadas con simulacion o que expresaban la construccion de fusion de
GFP en presencia de NP-40 0,5%. Los extractos de proteina soluble se sometieron a
inmunoprecipitacion afiadiendo respectivamente 20 ug o 10 ug de cAb-GFP4 purificado acoplado con
perlas de agarosa de proteina A. Las fracciones Unicas que contenian entrada, flujo continuo, lavado y
sedimento de perlas se analizaron por SDS-PAGE seguido de tincidon con coomassie o analisis de
inmunotransferencia. Las proteinas sobre-expresadas eran parcialmente detectables en la fracciéon de
entrada. En la fraccion de perlas las proteinas precipitadas eran detectables como una banda clara
junto con el fragmento de anticuerpo cAb-GFP4 (indicado con flechas). Para confirmar que estas
bandas eran las proteinas de fusién con GFP esperadas, respectivamente el fragmento de anticuerpo,
los geles se transfirieron y se incubaron con anticuerpos contra GFP y el marcador de histidina C-
terminal (Hise). Las sefales de los anticuerpos revelan la precipitacion casi cuantitativa del antigeno,
mientras que no aparecen bandas proteicas no especificas en el gel que muestra las células tratadas
con simulacién. Como control para la especificidad de la immunoprecipitacion, las manchas de
transferencia se volvieron a explorar con un anticuerpo contra B-actina. Solo aparecen sefales
correspondientes en los carriles de entrada y flujo continuo, lo que demuestra que el cAb-GFP4
precipita su antigeno con una alta especificidad.

Analisis de inmunoprecipitacion conjunta.

Para confirmar que el fragmento de anticuerpo cAb-GFP4 no solo arrastra a su epitopo sino que
también proteinas que interaccionan, se realizé analisis de inmunoprecipitacion conjunta expresando
un dominio marcado con GFP de Dnmt1 (aa 158-629), que se sabe que interacciona con PCNA. Se
llevd a cabo inmunoprecipitacion como se ha descrito y la inmunotransferencia se analizd6 con
anticuerpos contra GFP y PCNA. Aunque el GFP-Dnmt11ss.6209) precipitado es claramente visible como
una banda fuerte en el peso molecular correspondiente, se precipitd conjuntamente también una
fraccion significativa del PCNA enddgeno.
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Figura 9:

Figura 10:

Figura 11:

Figura 12:

Figura 13:

ES 2 542 337 T3

Reconocimiento de estructuras subcelulares por cromocuerpos inducidos contra epitopos endogenos.

(A) Se transfectaron transitoriamente células de mioblasto murino (C2C12) con el plasmido de
expresion del cromocuerpo anti-citoqueratina 8. Después de cinco horas las células se sometieron a
microscopia de células vivas. Para obtener una mayor resolucion las células se fijaron, se tifieron con
DAPI para detectar ADN y se analizaron mediante microscopia confocal. Se muestra una imagen
representativa de un lapso de tiempo de células vivas. La fluorescencia roja en filamentos
citoplasmaticos indica el reconocimiento de fibras de citoqueratina.

(B) Se transfectaron transitoriamente células HelLa con el plasmido de expresion del cromocuerpo anti-
laminina. Como se describe en 9 (A) las células que expresaban cromocuerpo anti-laminina se
analizaron por microscopia confocal. La fluorescencia roja del cromocuerpo muestra una clara
estructura circundante del nucleo, lo que indica la tincion de la lamina nuclear. Barras de escala, 5 pm.

Comparacion de la capacidad de precipitacion del agente de unién de GFP con anticuerpos de GFP
mono y policlonales. Se incubaron extractos de células 293T productoras de GFP con 1 pg de agente
de union de GFP (cAbGFP4) o 2 pg de anticuerpos de GFP mono o policlonales y se precipitaron
inmunocomplejos con proteina A/G sepharose. Se separaron las alicuotas de entrada (1), flujo continuo
(F) y fraccion unida (B) por SDS-PAGE seguido de tincidn con coomassie (parte superior) o analisis de
inmunotransferencia usando un anticuerpo anti-GFP (parte inferior). Estan marcados con flechas el
precipitado GFP, cadenas ligera (Ic) y pesada (hc) desnaturalizadas de los IgG y el agente de unién de
GFP (cAbGFP4).

Purificacion basada en columna de GFP.
Se cargaron extractos proteicos de células 293T productoras de GFP en una columna que contenia el
agente de unién de GFP (cAbGFP4) acoplado directamente con Sepharose 10. Se eluyeron las
proteinas unidas y se separaron alicuotas de entrada (l), flujo continuo (F) y fraccién unida (B) por
SDS-PAGE Yy se tifieron con coomassie.

Comparacion de la expresion de cAbGFP4 y cAbGFP4 (Cys92 Ser) en células de mamifero

Panel superior: deteccion de la distribucion intracelular de cAbGFP4 (original) y cAbGFP4 (Cys 92 Ser)
en células 293T humanas en ausencia de antigeno. Panel inferior: deteccion de la funcionalidad en
células 293T humanas

(a) sefial de PCNA marcado con GFP

(b) sefial de cAbGFP4 (original) (panel superior) y cAbGFP4 (Cys 92 Ser) (panel inferior)

(c) la fusién de ambas sefiales indica accesibilidad mucho mejor de cAbGFP4 (Cys 92 Ser) al nucleo.

Actividad y deteccion intracelular del agente de uniéon a GFP recombinante (cAbGFP4) acoplado a
Cyb.

Inmunotincion de células HelLa que expresan GFP-PCNA con un dominio VHH especifico de GFP
(cAbGPF4, agente de union a GFP) acoplado con Cy5-NHS (Amersham). Las células se fijaron con
paraformaldehido 3,7. Barra de escala 5 pm.

(a) sefial de GFP-PCNA

(b) sefial de Cy5 acoplado al agente de union de GFP

(c) tincion con DAPI

(d) fusién de (a) y (b)

Los ejemplos ilustran la invencion:

Ejemplo 1: Identificacion y caracterizacion de un VHH especifico de GFP

Para ensayar la viabilidad de crear anticuerpos fluorescentes que puedan expresarse y localizarse en células vivas, los
inventores eligieron GFP como la molécula diana. GFP ya se ha fusionado con una diversidad de proteinas con
localizacion subcelular y movilidad bien caracterizadas y por lo tanto proporciona un antigeno bien conocido y “visible”
que puede compararse directamente con anticuerpos fluorescentes. La diversidad de fusiones de GFP disponibles
permite a los inventores ensayar este enfoque en varios compartimientos subcelulares.

Se aislaron linfocitos de una llama alpaca (Lama pacos) inmunizada con GFP recombinante purificada. El repertorio de
las regiones variables de la cadena pesada se amplifico por PCR y se cloné en un vector de presentacion de fagos. Se
obtuvo una biblioteca de VHH de 10° clones individuales en células TG1 de Escherichia coli a partir de las que se
recuperd un VHH con especificidad por GFP (cAb-GFP4) después de la presentacion de fagos y tres ciclos de seleccion.
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La secuencia del agente de unién mostré las sustituciones de aminoacidos en la regiéon marco-2 gFlgura 1D) que son
caracteristicas para un VHH de llama: Y37, E44, R45 (numeracion de acuerdo con Kabat y Wu'®). La naturaleza de
estos aminoacidos en combinacion con el resto de arginina en la posicion 35 anula la interaccion con un posible dominio
VL, y su caracter hidréfilo hace al dominio soluble en medio acuoso. La CDR3 del cAb-GFP4 con solamente seis
aminoacidos es inusualmente corta para un VHH. La ausencia de restos de cisteina adicionales ademas deI C22y C92
conservados es una caracteristica comun entre VHH de llamas que los distingue de los VHH de dromedario™

Para investigar la especificidad de union del cAb-GFP4, los inventores construyeron un plasmido de expresion
bacteriano marcado con histidina (Hiss) C-terminal y purificaron el fragmento de anticuerpo recombinante soluble de
células WK6 de Escherichia coli. Como se esperaba, el cAb-GFP4 se expresd en gran medida y produjo 0,7-1 mg de
VHH soluble por cada 200 ml de cultivo bacteriano inducido con IPTG. El cAb-GFP4 se eluyé como un mondmero con
un peso molecular de 15 kDa en analisis de filtracion en gel, lo que es coherente con el tamafio predicho a partir de su
secuencia (datos no mostrados). Las med|C|ones por resonancia de plasmon superf|0|al indicaron una velocidad cinética
de asociacion rapida de 7, 68x10° M's™ y una disociacion lenta de 1, 74x10™* s para la interaccion de cAb-GFP4 y el
antigeno de GFP. La constante de disociacion baja (Kd = 0,23 nM) calculada a partir de estos valores es coherente con
un anticuerpo madurado por afinidad que reconoce su antigeno afin.

Ejemplo 2: Generacion y expresion de una version fluorescente del cAb-GFP4 en células de mamifero

Para investigar el direccionamiento de antigenos intracelulares por el fragmento de anticuerpo cAb-GFP4 en células
vivas, los inventores crearon un anticuerpo “visible”, denominado cromocuerpo, fusionando la regiéon codificante de la
proteina roja fluorescente monomérica (mRFP1) en su extremo C-terminal (Figura 3a). El cromocuerpo anti-GFP (SEQ
ID NO: 18) se codifica por la secuencia del acido nucleico SEQ ID NO: 19. Resulta importante que tanto GFP como
mRFP1 no interaccionan entre si, lo que se analizé por estudios de colocalizacion en células que coexpresaban GFP y
mRFP1 solos o como construcciones de fusion (datos no mostrados). Los maximos de excitacion y emision distinguibles
del antigeno verde fluorescente y el anticuerpo rojo fluorescente (eGFP: 498 nm/516 nm; mRFP1: 584 nm/607 nm)
permitieron la comparacion directa de la distribucion celular, movilidad y dinamica de antigeno y cromocuerpo.

En primer lugar los inventores ensayaron la expresion y distribucién del cromocuerpo en células de mamifero. Se
transfectaron células 293T humanas con un vector de expresion que codificaba el cromocuerpo anti-GFP rojo
fluorescente y posteriormente los extractos celulares totales se sometieron a andlisis de inmunotransferencia usando un
antisuero anti-mRFP1 policlonal. En estas células los inventores pudieron detectar una proteina de 40 kDa, que se
correspondia con el tamafo esperado del cromocuerpo y no estaba presente en las células no transfectadas (Figura
3b). La ausencia de productos de degradacion incluso a las 72 horas después de la transfeccion sugiere que el
cromocuerpo anti-GFP es muy estable en células de mamifero. El analisis de filtracion en gel muestra ademas que el
fragmento de anticuerpo fluorescente esta presente como un monémero cuando se expresa en células humanas (Figura
3C).

Para determinar la distribucion subcelular del cromocuerpo anti-GFP, se fijaron células HelLa que expresaban el
cromocuerpo, se tifieron con DAPI (para destacar el ADN) y se analizaron por microscopia confocal. En un periodo de
24 horas las células presentaron la fluorescencia roja del cromocuerpo distribuida por todo el citoplasma y el nucleo
(Figura 3d, panel superior), lo que es comparable con la distribucién de mRFP1 solamente (Figura 3d, panel inferior). La
distribucion dispersada del cromocuerpo claramente demuestra el acceso a compartimentos subcelulares y la ausencia
de agregacion visible.

Ejemplo 3: El cromocuerpo anti-GFP fluorescente reconoce y se dirige a su epitopo en compartimentos celulares
diferentes

Los inventores investigaron después la afinidad y especificidad del cromocuerpo anti-GFP fluorescente in vivo
analizando su capacidad para reconocer y unirse a proteinas de fusién de GFP en diferentes compartimentos
subcelulares y estructuras en células vivas. Se muestra una visién de conjunto esquematica de las fusiones de GFP
usadas en la Figura 4a.

Para probar un epitopo tipico localizado en el citoplasma los inventores usaron GFP-B-actina. Esta proteina de fusion se
incorpora en filamentos de actina crecientes y permite la visualizacién de estructuras que contienen actina en células
fijladas y vivas®’. Se cotransfectaron células HeLa con GFP-B-actina y vectores de expresion de cromocuerpo anti-GFP y
24 horas después se analizaron por microscopia de células en vivo. La Figura 4b muestra una imagen confocal
representativa de una célula transfectada doble en la que la fluorescencia verde y roja es detectable en el citoesqueleto.
A partir de esto los inventores concluyen que GFP-B-actina se incorpora correctamente en los filamentos de actina,
mientras que la colocalizacién con la fluorescencia roja resulta de la direccion de GFP-B-actina por el cromocuerpo anti-
GFP. Este hallazgo demuestra que el cromocuerpo anti-GFP reconoce eficazmente y se dirige a su epitopo localizado
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en el citoplasma incluso cuando es parte de estructuras altamente organizadas.

Para analizar el acceso y actividad del cromocuerpo especifico de GFP en otros compartimentos subcelulares, los
inventores realizaron estudios de distribucién y colocalizacién usando un componente marcado con GFP de la envoltura
nuclear, GFP-laminina B1, como un epitopo. Las lamininas son un componente principal de la lamina nuclear, una
estructura fibrosa que reviste la superficie nucleoplasmatica de la membrana nuclear. Estudios rementes han mostrado
el ensamblaje correcto de GFP-laminina B1 en la lamina nuclear de células de mamifero®’. Las células Hela
transfectadas dobles mostraron una clara colocalizacion de GFP-laminina B1 con cromocuerpo anti-GFP (Figura 4C) lo
que demuestra que el cromocuerpo puede entrar en el nicleo, permanece en una conformacién funcional y reconoce
eficazmente y se une a su antigeno especifico.

Para investigar la union de antigeno dentro del nucleoplasma los inventores eligieron el antigeno nuclear de células
prollferatlvas fusionado con GFP (GFP-PCNA). PCNA es un componente central de la maquinaria de repllcaC|on de
ADN?. GFP-PCNA, de forma similar a su homologo enddgeno, se localiza en sitios de replicacion de ADN*#_ Como se
ha descrito anteriormente los inventores coexpresaron GFP-PCNA y el cromocuerpo anti-GFP en células Hela. La
seccion media confocal mostrada en la Figura 4d revela una tincion conjunta clara de un patrén de replicacion de fase S
medio en una célula HeLa por GFP-PCNA y el cromocuerpo anti-GFP.

Finalmente, los inventores investigaron la unién del cromocuerpo anti-GFP con una proteina de cromatina marcada con
GFP. Para este fin los inventores eligieron una linea celular HeLa estable que expresaba una version verde fluorescente
de la histona H2B (H2B-GFP). Se sabe que esta proteina de fusién se ensambla en nucleosomas como la H2B natural
en si misma®. Después de la transfeccion y expresion del cromocuerpo anti-GFP los inventores detectaron la
colocalizacion del cromocuerpo rojo con su epitopo verde en una célula en profase (Figura 4e). Las células no
transfectadas de esta imagen actdan como un control negativo y muestran que en estas condiciones experimentales no
se produce escape de fluorescencia entre el canal verde y el rojo.

Estos resultados muestran que la eficacia de unién del cromocuerpo anti-GFP parece ser independiente del contexto
estructural y la localizacién subcelular del epitopo. Para cuantificar el grado de colocalizacion se calculd un coeficiente
de solapamiento usando el programa adicional de colocalizacion del software Imaged que produce de media un
solapamiento del 90% - 97% de las intensidades de fluorescencia del antigeno y el cromocuerpo. A este respecto, los
inventores no pueden distinguir si la unién con el antigeno se produce ya en el citoplasma o justo después de que el
epitopo entre en su posicion apropiada. Sin embargo los datos de los inventores muestran que las proteinas marcadas
con GFP observadas se clasifican correctamente y se integran en las estructuras celulares en presencia del
cromocuerpo. Juntos estos datos demuestran que el cromocuerpo anti-GFP reconoce eficazmente y se une su epitopo
en el citoplasma asi como en compartimientos subnucleares.

Ejemplo 4: El cromocuerpo anti-GFP fluorescente localiza su epitopo a lo largo de diferentes etapas del ciclo celular

A continuacion, los inventores investigaron si el cromocuerpo anti-GFP puede usarse para localizar proteinas cuya
localizacion cambia a lo largo del ciclo celular y realizar analisis de lapso de tiempo que localiza dos proteinas nucleares
diferentes, la proteina histona H2B y la proteina de replicacion PCNA. Como se ha descrito anteriormente, H2B-GFP se
ensambla en nucleosomas sin afectar al ciclo celular y permite captura de imagenes de alta resolucion de cromosomas
mitéticos y cromatina de interfase, revelando diversos estados de condensacion de cromatina en las células vivas®. Los
inventores transfectaron células HeLa H2B-GFP con el vector de expresién codificante del cromocuerpo anti- GFP y
siguieron las células transfectadas y no transfectadas a lo largo del ciclo celular. El analisis mediante lapso de tiempo
(Figura 5a) mostré la colocalizaciéon del cromocuerpo anti-GFP con H2B-GFP persistente a lo largo de la mitosis. Estos
resultados muestran que la expresion del cromocuerpo anti-GFP no afecta a la incorporacién de H2B-GFP en cromatina
ni a la progresion del ciclo celular.

Como una segunda diana los inventores seleccionaron PCNA, que constituye un reto especial para microscopia de
células vivas ya que es un componente esencial y central de la maquinaria de replicacion. GFP-PCNA, como el PCNA
enddgeno en si mismo, se concentra en focos de replicacion en el nucleo durante la fase S temprana a tardia y muestra
un patrén difuso en G1 y G2%*?*, Los inventores siguieron las células que expresaban GFP-PCNA y el cromocuerpo
anti-GFP desde la fase S temprana hasta G2 tomando grupos de imagenes tridimensionales confocales cada 20
minutos. Los resultados se resumen en la Figura 5b y se muestran completamente en la informaciéon complementaria,
en el video en linea. Tanto GFP-PCNA como el cromocuerpo mostraron cambios idénticos en su distribucién subnuclear
alo largo de las fases S y G2. A partir de la asociacion altamente especifica del cromocuerpo anti-GFP con GFP-PCNA
y la colocalizacion observada a lo largo de la fase S los inventores concluyeron que el cromocuerpo anti-GFP localiza
GFP-PCNA en el nucleo a lo largo del ciclo celular sin alterar la replicaciéon de ADN y progresion a fase S.

Estos analisis de lapso de tiempo muestran que pueden localizarse componentes de cromatina integrales como H2B asi

como componentes esenciales de la maquinaria de replicacién por un cromocuerpo especifico sin afectar a la
progresion y viabilidad del ciclo celular.
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Ejemplo 5: Métodos usados en los Ejemplos 1 a 4
A. Expresién de GFP, purificaciéon e inmunizacioén de llamas

Se transformaron células de Escherichia coli BL21DE3 con pRSETB -GFPS65T* (proporcionado amablemente por
Roger Y. Tsien, UCSD) y se purific6 GFPS65T marcado con (His®) sobre-expresado usando cromatografia de afinidad
metalica-idnica de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Talon, Clontech, CA, Estados Unidos). Se inmunizé una
llama alpaca (Lama pacos) con GFP purificada recombinante en adyuvante Gerbu de acuerdo con el siguiente
esquema: dia 0, 250 ug de GFP; dia 7, 14, 21, 28 y 35, 100 ug de GFP; dia 42, se recogié una muestra de sangre de
150 ml.

B. Construccién de biblioteca de VHH y seleccion del agente de uniéon de GFP

Se diluyé sangre heparinizada (36 ml) con RPMI precalentado y se estratificé en Lymphoprep™ (AXIS-Shield, Oslo

Noruega) para purificar las células PBL de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Se aislaron un total de 2x10’

PBL y se almacenaron a -80°C en alicuotas de 6x10° células. EI ARNm se extrajo a partir de 6x10° linfocitos y se
sintetiz6 ADNc con transcriptasa inversa RNasaH Superscriptll (Invitrogen, CA, Estados Unidos) usando un cebador
oligo-dT. La primera PCR en el molde de ADNCc se realiz6é usando los cebadores CALL001 (5'-GTC CTG GCT GCT CTT
CTA CA AGG-3") y CALL002 (5-GGA ACG TGC TGT TGA ACT GTT CC-3') que hibridan en la secuencia lider y en el
exoén CH2 de las cadenas pesadas de todas las IgG de llama, respectivamente. Los productos de PCR que carecen de
las secuencias CH1 (es decir, fragmentos con tamafos entre 650 y 750 pb) se purificaron a partir de un gel de agarosa
usando el kit de extraccion en gel de PCR QIAquick (Qiagen GmbH, Hilden, Alemania). Se realizé una PCR anidada con
una mezcla equimolar de los cebadores SM017 y SM018 (5'-CCA GCC GGC CAT GGC TCA GGT GCA GCT GGT GGA
GTC TGG-3'y 5-CCA GCC GGC CAT GGC TGA TGT GCA GCT GGT GGA GTC TGG-3', respectivamente) y cebador
CALLO002, y el producto de PCR se volvioé a purificar a partir de gel de agarosa como se ha descrito anteriormente. Los
genes de VHH finalmente se volvieron a amplificar con los cebadores A4 cortos (5'-CAT GCC ATG ACT CGC GGC CAC
GCC GGC CAT GGC-3') y 38 (5-GGA CTA GTG CGG CCG CTG GAG ACG GTG ACC TGG GT-3'") y se digirieron con
las enzimas de restriccion NcoI y Notl para obtener extremos de ADN adhesivos. El fragmento se purificé con QlAquick,
se ligd en el vector pHEN4 2 cortado con las mismas enzimas y la mezcla de ligacion se usé para transformar las células
de Escherichia coli TG1. Después del crecimiento durante una noche en placas de LB/ampicilina, las colonias
bacterianas se separaron por raspado de las placas en LB, se lavaron en el mismo medio y se almacenaron en
LB/glicerol al 15% a -80°C hasta su uso posterior. Se us6 una alicuota representativa de esta biblioteca para inocular en
LB/ampicilina hasta que las células alcanzaron la fase de crecimiento exponencial antes de la infeccion con los fagos
auxiliares M13K07 para expresar el VHH clonado. La biblioteca de expresion en fagos de VHH se someti6 a seleccion
con respecto a la presencia de agentes de union de GFP en GFP revestido de fase sélida (0,1 ng de GFP/100 pl por
pocillo) durante tres ciclos consecutivos. Después del tercer ciclo de seleccion, se seleccionaron colonias individuales y
se indujo expresién de su proteina periplasmica soluble con IPTG 1 mM. El VHH recombinante extraido del periplasma
se ensayo con respecto a reconocimiento de antigenos en un ELISA.

C. Expresion y purificacion del fragmento de anticuerpo de dominio unico

El gen VHH del clon que tuvo puntuacion positiva en el ELISA (cAb-GFP4) se volvié a clonar en el vector de expresion
pHENG6 y se uso para transformar células de Escher/chla coli WKB6. La produccion y purificacion a gran escala siguio6 el
protocolo descrito en van Koningbruggen et al."®

D. Mediciones de afinidad.

Se realizaron mediciones de afinidad mediante adiciéon de concentraciones diferentes de GFP, que variaban de 500 nM
a 7,5 nM, a VHH con cola de his purificado unido en un biochip de niquel-nitrilo acido triacético (Biacore International
AB, Uppsala, Suecia) de acuerdo con la descripcion del fabricante. Los parametros cinéticos de unién kon, kot y Kp se
determinaron con el software BlAevaluation (version 3.0).

E. Construcciones de expresién en mamifero

La construccion plasmidica que codifica una fusion traduccional de cAb-GFP4 y mRFP1 derivé por amplificacion por
PCR de la region codificante de cAb-GFP4 con los cebadores gfp4#F (5-GGG GGC TCG AGC CGG CCA TGG CCG
ATG TGC AG-3') y gfp4 #RC (5'-GGG GGA ATT CCT TGA GGA GAC GGT GAC-3"). El producto de PCR se purifico
como se ha descrito y se digiri6 con las enzimas de restriccion Xhol y EcoRI y se ligé en un vector pEYFP-N1
modificado gCIontech CA, Estados Unidos) en el que la secuencia YFP se habia reemplazado por la regién codificante
de mRFP1*! (proporcionado amablemente por Roger Y. Tsien, UCSD). El cromocuerpo anti-GFP (SEQ ID NO: 18) se
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codifica por la secuencia del acido nucleico SEQ ID NO: 19.

Las construcciones plasmidicas que codifican fusiones traduccionales de GFP fueron las siguientes: GFP-B-actina
(Clont%:h, CA, Estados Unidos), GFP-laminina B' (proporcionada amablemente por Jan Ellenberg, EMBL), GFP-
PCNA™

F. Cultivo y transfeccion de células de mamifero

Se cultivaron células 293T, células HelLa y células HeLa que expresaban de forma estable H2B-GFP? (proporcionadas
amablemente por Kevin F. Sullivan, The Scripps Research Institute) en DMEM complementado con FCS al 10%. Las
células 293T se transfectaron con ADN plasmidico usando el reactivo TransFectin™ (Bio-Rad Laboratories, Hercules,
CA, Estados Unidos) de acuerdo con las directrices del fabricante y se incubaron durante una noche, 48 horas o 72
horas respectivamente antes de realizar las inmunotransferencias. Para microscopia se cultivaron células HelLa hasta
50-70% de confluencia en cubreobjetos de vidrio de 18 x 18 mm, cubreobjetos de vidrio redondos de 40 mm o en
cubreobjeto de vidrio con camara Lab-Tek™ (Nunc-GmbH, Wiesbaden, Alemania) y se transfectaron con las
construcciones de expresion indicadas usando el reactivo de transfeccion Polyplus jetPEI™ (BIOMOL GmbH,
Hamburgo, Alemania) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Después de 4-6 horas el medio de transfeccion
se cambié a medio de cultivo nuevo y las células se incubaron después durante otras 24 horas antes de realizar
microscopia de células vivas o fijacion con formaldehido 3,7% en PBS durante 10 minutos a temperatura ambiente. Las
células fijadas se permeabilizaron con Triton X-100 0,2% en PBS durante 3 minutos, se contratifieron con DAPI y se
montaron en Vectashield (Vector Laboratories, CA, Estados Unidos).

G. Analisis de transferencia por western blot

Se separaron cantidades crecientes de proteina de extractos celulares totales de células 293T transfectadas con
simulacién o que expresaban la construccion cAb-GFP4-mRFP1 en SDS-PAGE al 12% y después se transfirieron por
electroforesis a membrana de nitrocelulosa (Bio-Rad Laboratories, CA, Estados Unidos). La membrana se bloque6 con
leche al 3% en PBS y se incubd durante una noche a 4°C con un anticuerpo policlonal de conejo anti-mRFP1. Después
de lavar con PBS que contenia Tween-20 0,1%, las membranas de transferencia se incubaron con el anticuerpo anti-
IgG de conejo conjugado con peroxidasa de rabano rusticano. Las bandas inmunorreactivas se visualizaron con el kit de
deteccion de transferencia de western ECL plus (Amersham Biosciences, NJ, Estados Unidos). Como un control de
carga, las membranas se volvieron a hidridar con el anticuerpo anti-PCNA.

H. Filtracién en gel

Los extractos de células 293T que expresaban el cromocuerpo anti-GFP se sometieron a analisis de filtracion en gel.
Brevemente, se homogeneizaron 1x10” células en 500 pl de tampon de lisis (Tris/HCI 20 mM pH 7,5, NaCl 150 mM,
EDTA 0,5 mM, PMSF 2 mM, NP40 0,5%). Después de una etapa de centrifugacion (10 minutos, 20.000xg, 4°C) se
cargd el sobrenadante transparente en una columna de Superose-12 (Amersham Pharmacia Biotech, NJ, Estados
Unidos) y se sometié a cromatografia a un caudal de 0,4 ml/minuto en tampdn de columna (Tris/HCI 20 mM pH 7,5,
NaCl 150 mM, EDTA 0,5 mM). Se analizaron fracciones (500 pl cada una) por SDS-PAGE vy las proteinas se tifieron con
azul brillante de Coomassie R-250 o adicionalmente se hibridaron con sondas mediante transferencia de western blot
seguido de incubacién con un anticuerpo contra mRFP1 como se ha descrito anteriormente. Como patrones de
calibracion se usé albumina de suero bovino (66 kDa), anhidrasa carboénica (29,5 kDa) y citocromo ¢ (12,5 kDa).

. Microscopia

Se analizaron células vivas o fijadas que expresaban proteinas fluorescentes usando un microscopio confocal Leica
TCS SP2 AOBS equipado con un objetivo de inmersion en aceite 63x/1,4 NA Plan-Apochromat. Los fluoréforos se
excitaron con un laser de diodo de 405 nm, un laser de Ar de 488 nm, un laser de estado solido bombeado con diodo
(DPSS) de 561 nm. Los grupos de imagenes confocales de células vivas o fijadas se registraron tipicamente con un
tamarfio de marco de 512x512 pixeles, un tamafio de pixel de 70-160 nm, un tamafio de paso z de 280 nm y el agujero
de alfiler abierto a 1 unidad Airy. Después se realizé una proyeccion de intensidad maxima de varias secciones z medias
usando ImageJ (version 1.34, http://rsb.info.nih.gov/ij/). Para observacion de células en vivo a largo plazo se montaron
cubreobjetos de vidrio de 40 mm de diametro en camaras de células vivas FCS2 (Bioptechs, Butler, PA, Estados
Unidos) y se mantuvieron a 37°C. Se adquirieron secciones opticas luminicas con un microscopio de barrido laser
confocal Zeiss LSM410 usando la linea de laser de Ar de 488 nm y la linea de laser de HeNe de 543 nm. Se tomaron
tres secciones z medias a intervalos de 1 um y el diafragma se abrié a 2 unidades Airy a los intervalos de tiempo
indicados. Las células se siguieron hasta 12 horas. El flujo del foco a lo largo del tiempo se compensé con un macro,
que usa el reflejo en la interfaz del cubreobjetos con el medio como referencia. Después de la adquisicion de imagenes,
se realiz6 una proyeccion de las tres secciones z a partir de cada punto temporal. Para el analisis de colocalizacion se

29



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 542 337 T3

uso el programa adicional de “colocalizacion-descubridor” (version 1.1) para ImageJ escrito por C. Laummonerie.
Ejemplo 6: Ensayos de inmunoprecipitacion usando un dominio VHH

Practicamente cada laboratorio de biologia molecular y celular ha generado o usado construcciones de fusion con GFP.
En la actualidad las construcciones de fusion estan disponibles para la mayoria, si no todas las proteinas conocidas. Las
fusiones con GFP son el método elegido para estudiar la localizacion de proteinas en células vivas. Los inventores han
desarrollado ahora herramientas que ofrecen una posibilidad rapida y eficaz para estudiar qué proteinas o factores
celulares se asocian con estas proteinas de fusion de GFP.

Para la expresion recombinante, los inventores construyeron un plasmido de expresion bacteriana marcado con histidina
(Hiss) C-terminal y purificaron el fragmento de anticuerpo recombinante soluble cAb-GFP4 de células de E. coli BI21. El
fragmento antigénico pequefio cAb-GFP4 se expresa como una proteina soluble a un rendimiento de 5 mg/litro de
cultivo de E. coli inducido. La Figura 6A muestra la purificacién del cAb-GFP4-Hiss de 50 ml de cultivo bacteriano
inducido por IPTG realizando cromatografia de afinidad inmovilizada (IMAC) usando una columna de resina de Ni-NTA.
El cAb-GFP4 purificado se eluyd como un monémero de aproximadamente 15 kDa en andlisis de filtracion en gel (Figura
6 B).

Para probar la capacidad del fragmento de cAb-GFP4 purificado para reconocer y precipitar su GFP del antigeno en la
combinacién con diferentes construcciones de fusién (Figura 7 A), los inventores realizaron ensayos de
inmunoprecipitacion. El cAb-GFP4 se acopld con proteina A inmovilizada. Se ha descrito que el dominio variable de IgG
humano del subgrupo Il (Vxlll) se une a la proteina A del superantigeno bacteriano %%, La proteina A reconoce un
epitopo no lineal dentro del dominio V4 y se ha propuesto para purificacion especifica de proteina V4 plegada
correctamente solamente **. Puesto que la cadena pesada variable (VHH) de Camelidae evolucioné dentro de la Vu
subgrupo lll, también se ha propuesto que los dominios VHH inducidos en Camelidae se unen a proteina A. De forma
consecuente con esto, se ha indicado la purificacion de fragmentos VHH expresados recombinantes usando proteina A

agarosa 2.

Para experimentos de inmunoprecipitacion se afadié cAb-GFP4 purificado al extracto de células solubles de células
293T tratadas con simulacion, que expresaban el dominio TS de Dnmt1 fusionado con GFP (Dnmt1 TS2s6.620-GFP),
GFP-PCNA o GFP solamente. Para la precipitacion se afadié proteina A agarosa, y se analizaron las proteinas
precipitadas por tincion de Coomassie o analisis de inmunotransferencia.

Tanto la tincion de Coomassie como el analisis de inmunotransferencia muestran una precipitacion eficaz de proteinas
marcadas con GFP usando el fragmento de anticuerpo cAb-GFP4 acoplado a proteina A. La GFP puede estar en el
extremo C-terminal (Dnmt1 TSzs6.629-GFP) 0 el extremo N-terminal (GFP-PCNA) de la proteina de fusion. El analisis por
inmunotransferencia revela ademas que las construcciones de fusion de GFP se precipitan de una manera casi
cuantitativa. Esta precipitacion es altamente especifica ya que cAb-GFP4 acoplado a proteina A no precipita B-actina
usada como un control. Los inventores concluyeron a partir de esto que el cAb-GFP4 recombinante expresado reconoce
eficazmente y precipita su antigeno y por lo tanto es una herramienta valiosa para enfoques bioquimicos usando
proteinas de fusién marcadas con GFP.

Ademas los inventores demostraron que el fragmento cAb-GFP4 también puede usarse para inmunoprecipitacion
conjunta. La Figura 8 muestra la precipitacion conjunta de PCNA endégeno con un dominio que interacciona con PCNA
descrito de Dnmt1 fusionado con GFP (GFP-Dnmt1455-629).

En resumen, los inventores demuestran en este documento el uso eficaz de un fragmento de anticuerpo derivado de
alpaca generado frente a GFP. Los inventores quieren enfatizar que este fragmento, ya que tiene un bajo peso
molecular (15 kDa) es una nueva herramienta extraordinaria para analizar proteinas marcadas con GFP usando
técnicas bioquimicas. Proporciona una serie de ventajas excepcionales, ya que puede expresarse en cantidades altas
en E. coli y purificarse en una etapa. Como han podido mostrar los inventores, precipita su antigeno de una manera
cuantitativa a partir de extractos celulares solubles. No hay preferencia por proteinas marcadas con GFP en el extremo
N- o C-terminal, lo que es coherente con las observaciones in vivo de los inventores (véase anteriormente). A diferencia
de los anticuerpos convencionales usados para inmunoprecipitacion (mono o policlonal) el fragmento cAb-GFP4
solamente aparece como una banda unica en el gel y no hay interferencia con la deteccion de proteinas por encima de
15 kDa. La expresion sencilla y eficaz de agentes de uniéon funcionales en E. coli y mamiferos hace posible ademas
combinarlo con otros elementos funcionales. En particular, puede usarse una fusién de secuencia de biotinilacién para
purificacion y/o deteccién usando productos de estreptavidina disponibles en el mercado.

Ejemplo 7: Métodos usados en el Ejemplo 6
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A. Expresién de GFP, purificacion e inmunizacién de llamas

Se transformaron las células Escherichia coli BL21 DE3 con pRSETB-GFP865T5&1 (proporcionadas amablemente por
Roger Y. Tsien, UCSD) y se purific6 GFPS65T marcado con (Hiss) sobre-expresado usando cromatografia de afinidad
metalica-idnica de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Talon, Clontech, CA, Estados Unidos). Se inmunizé una
llama alpaca (Lama pacos) con GFP purificada recombinante en adyuvante Gerbu de acuerdo con el siguiente
esquema: dia 0, 250 ug de GFP; dia 7, 14, 21, 28 y 35, 100 ug de GFP; dia 42, se recogié una muestra sanguinea de
150 ml.

B. Construccion de biblioteca de VHH y seleccion del agente de unién de GFP.

Se diluyo sangre heparinizada (36 ml) con RPMI precalentado y se estratifico en Lymphoprep™ (AXIS-Shield, Oslo

Noruega) para purificar las células PBL de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Se aislaron un total de 2x10’

PBL y se almacenaron a -80°C en alicuotas de 6x10° células. EIl ARNm se extrajo de 6x10° linfocitos y se sintetizo ADNc
con transcriptasa inversa RNasaH- Superscriptll (Invitrogen, CA, Estados Unidos) usando un cebador oligo-dT. La
primera PCR en el molde de ADNCc se realizé usando los cebadores CALL0O01 (5'-GTC CTG GCT GCT CTT CTA CA
AGG-3’) y CALL002 (5-GGT ACG TGC TGT TGA ACT GTT CC-3’) que hibridan en la secuencia lider y en el exén CH2
respectivamente de las cadenas pesadas de todas las IgG de llama. Los productos de PCR que carecian de las
secuencias CH1 (es decir fragmentos con tamafios entre 650 y 750 pb) se purificaron a partir de un gel de agarosa
usando el kit de extraccion en gel de PCR QlAquick (Qiagen-GmbH, Hilden, Alemania). Se realizé una PCR anidada con
una mezcla equimolar de los cebadores SM017 y SM018 (5-CCA GCC GGC CAT GGC TCA GGT GCA GCT GGT GGA
GTC TGG-3' y 5-CCA GCC GGC CAT GGC TGA TGT GCA GCT GGT GGA GTC TGG-3, respectivamente) y el
cebador CALLO02, y el producto de PCR se volvid a purificar a partir de gel de agarosa como se ha descrito
anteriormente. Los genes de VHH finalmente se volvieron a amplificar con los cebadores A4 cortos (5'-CAT GCC ATG
ACT CGC GGC CAC GCC GGC CAT GGC-3') y 38 (5-GGA CTA GTG CGG CCG CTG GAG ACG GTG ACC TGG
GTT-3’) y se digirieron con las enzimas de restriccion Ncol y NotI para obtener extremos de ADN adhesivos. El
fragmento se purificé con QIAquick, se ligdé en el vector pHEN4 cortado con las mismas enzimas y la mezcla de
ligacion se us6 para transformar las células de Escherichia coli TG1. Después del crecimiento durante una noche en
placas de LB/ampicilina, las colonias bacterianas se rasparon de las placas LB, se lavaron en el mismo medio y se
almacenaron en LB/glicerol 15% a -80°C hasta su uso posterior. Se us6 una alicuota representativa de esta biblioteca
para inocular LB/ampicilina hasta que las células alcanzaron la fase de crecimiento exponencial antes de la infeccién
con fagos auxiliares M13K07 para expresar el VHH clonado. La biblioteca de VHH presentado en fagos se sometié a
seleccion con respecto a la presencia de agentes de unién de GFP en GFP revestida de fase sélida (0,1 ug de GFP/100
ul por pocillo) durante tres ciclos consecutivos. Después del tercer ciclo de seleccidon, se seleccionaron colonias
individuales y se indujo expresion de su proteina periplasmica soluble con IPTG 1 mM. El VHH recombinante extraido
del periplasma se probo con respecto al reconocimiento de antigenos en un ELISA.

C. Expresion y purificacion del fragmento de anticuerpo de dominio tnico

El gen VHH del clon que tuvo una puntuacion positiva en el ELISA (cAb-GFP4) se volvié a clonar en el vector de
expresion pHENG y se uso para transformar las células de Escherlchla coli BI21. La produccion y purificacion a gran
escala siguio el protocolo descrito en van Koningbruggen et al"®

D. Cultivo y transfeccion de células de mamifero

Se cultivaron células 293T en DMEM complementado con FCS 10%. Las células 293T se transfectaron con ADN
plasmidico usando el reactivo TransFectin™ (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, Estados Unidos) de acuerdo con las
directrices del fabricante y se incubaron durante una noche, 48 horas o 72 horas respectivamente antes de realizar
inmunoprecipitaciones.

E. Inmunoprecipitacion

Se homogeneizaron 2x10” células 293T tratadas con simulacién o que expresaban de forma transitoria Dnmt1 (310-
629)-GFP, GFP-PCNA o GFP en 200 pl de tampon de lisis (Tris/HCI 20 mM pH 7,5, NaCl 150 mM, EDTA 0,5 mM,
PMSF 2 mM, NP40 0,5%). Después de una etapa de centrifugacién (10 minutos, 20.000xg, 4°C) el sobrenadante
transparente se ajusté con tampon de dilucion (Tris/HCI 20 mM pH 7,5, NaCl 150 mM, EDTA 0,5 mM, PMSF 2 mM) a
500 pl. Se afadieron 50 pl a tampdén de muestra que contenia SDS (indicado como “entrada”). Se afadieron
respectivamente 10 pl y 20 ul de cAb-GFP4-Hisg (concentracion 1 ug/ul) y se incubaron durante dos horas en un rotor
vertical a 4°C en la habitacién fria. Se lavaron 25 ul de perlas de proteina A agarosa (Amersham Pharmacia, NJ,
Estados Unidos) 3 veces en 500 pl de tampoén de dilucion antes de la adicion. La incubacion continué durante 1 hora.
Después de una etapa de centrifugacion (2 minutos, 5.000xg, 4°C) el sedimento de las perlas se resuspendioé en tampdn
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de dilucién que contenia NaCl 300 mM. El sobrenadante se indicé como “flujo continuo”. La etapa de lavado se realizé
dos veces incluyendo cambio de las cubetas. Se retiraron 50 ul (10%) indicados como “lavado”. Después de la ultima
etapa de lavado, el sedimento de las perlas se incubé en tampén de muestra que contenia SDS 2x y se hirvio durante
10 minutos a 95°C.

F. Analisis de transferencia de western.

Después de hervir las perlas, los sobrenadantes solubles asi como las fracciones de entrada, flujo continuo y lavado se
separaron mediante SDS-PAGE al 12% y después se tifieron con Coomassie o se transfirieron por electroforesis a una
membrana de nitrocelulosa (Bio-Rad Laboratories, CA, Estados Unidos). La membrana se bloqued con leche al 3% en
PBS y se incubd durante una noche a 4°C con los anticuerpos correspondientes. Después de lavar con PBS que
contenia Tween-20 0,1%, las membranas de transferencia se incubaron con el anticuerpo secundario apropiado
conjugado con peroxidasa de rabano rusticano. Se visualizaron bandas inmunorreactivas con el Kit de Deteccién de
Transferencia de Western ECL plus (Amersham Biosciences, NJ, Estados Unidos).

G. Filtracion en gel

Se sometieron 10 ug del fragmento de anticuerpo cAb-GFP-Hisg purificado a analisis de filtracion en gel. Se cargaron
100 pl en una columna de Superose-12 (Amersham Pharmacia Biotech, NJ, Estados Unidos) y se sometido a
cromatografia a un caudal de 0,4 ml/minuto en tampdn de columna (Tris/HCI 20 mM pH 7,5, NaCl 150 mM, EDTA 0,5
mM). Las fracciones (500 pl cada una) se analizaron por SDS-PAGE, se transfirieron y se hibridaron con un anticuerpo
contra un marcador His6 C-terminal (Invitrogen). Como patrones de calibracion se usaron albumina de suero bovino (66
kDa), anhidrasa carbonica (29,5 kDa) y citocromo c (12,5 kDa).

Ejemplo 9: Los cromocuerpos fluorescentes expresados in vivo se dirigen eficazmente a proteinas endégenas

Para investigar si los cromocuerpos expresados de forma intercelular también pueden reconocer epitopos enddgenos
los inventores generaron cromocuerpos contra antigenos citoplasmaticos y nucleares.

Se indujeron anticuerpos de cadena unica contra proteinas nucleares y citoplasmaticas en camello. Se amplificaron los
dominios VHH de dos agentes de union fuertes contra la citoqueratina-8 y la laminina Dm0 por PCR con los cebadores
VHH (Bglll)#F (5-GGG GAG ATC TCC GGC CAT GGC TCA GGT GCA G-3') y gfp4#RC (5'-GGG GGA ATT CCT TGA
GGA GAC GGT GAC-3). El producto de PCR se purificd como se ha descrito y se digiri6é con las enzimas de restriccion
Bglll y EcoRl y se ligdé en un vector pEYFP-N1 modificado (Clontech, CA, Estados Unidos) en el que la secuencia de
YFP se habia reemplazado por la region codificante de mRFP1 [31] (proporcionada amablemente por Roger Y. Tsien,
UCSD).

Para analizar un antigeno citoplasmico los inventores fusionaron un VHH contra la citoqueratina-8 con mRFP1 para
generar un cromocuerpo anti-citoqueratina-8. Este cromocuerpo anti-citoqueratina-8 (SEQ ID NO: 20) esta codificado
por la secuencia del acido nucleico SEQ ID NO: 21. Se transfectaron mioblastos murinos con un vector de expresion
que codificaba el cromocuerpo anti-citoqueratina-8. En un periodo de 12 a 24 horas fueron detectables estructuras
filamentosas en el citoplasma de células C2C12 que expresaban el cromocuerpo anti-citoqueratina-8 por la
fluorescencia roja. En consecuencia, las células se fijaron, se contratifieron para el ADN con DAPI y se analizaron
mediate microscopia confocal para obtener una mayor resolucion (Figura 9A).

A pesar de un fondo de fluorescencia sustancial pudieron detectarse estructuras filamentosas Unicas. El alto nivel de
cromocuerpo dispersado podria estar provocado por una relacion modificada entre el antigeno y el cromocuerpo. Como
la citoqueratina-8 se expresa en mioblastos murinos, el nivel de expresién es mas bien bajo, lo que da como resultado
un exceso de cromocuerpos no unidos. No obstante, en comparacién con la distribucion dispersada de un cromocuerpo
en ausencia de un antigeno (Figura 3D, panel superior) y también de mRFP1 solo (Figura 3D, panel inferior) la
fluorescencia roja del cromocuerpo muestra un patrén acentuado en el citoplasma que refleja las estructuras
filamentosas de citoqueratina-8.

Para analizar un epitopo nuclear enddgeno los inventores generaron un cromocuerpo anti-laminina. Por lo tanto, los
inventores fusionaron un fragmento de anticuerpo dirigido contra laminina con mRFP1. El cromocuerpo anti-laminina
(SEQ ID NO: 22) esta codificado por la secuencia del acido nucleico SEQ ID NO: 23. En este caso los inventores
aprovecharon un fragmento de union a anticuerpo de cadena uUnica recientemente identificado inducido contra la
laminina Dm0 de Drosophila. Debido a la alta conservacién los inventores anticiparon un posible reconocimiento del
ortélogo de mamifero. Para estudios de localizacion se transfectaron células HelLa con el vector de expresion de
cromocuerpo anti-laminina. Las células HeLa que expresaban el cromocuerpo anti-laminina se fijaron en un periodo de
12-24 horas después de la transfeccion, se tifieron con DAPI y se sometieron a microscopia confocal (Figura 9B). Se
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muestra una célula representativa en la que esta destacada la estructura de laminina tipica, que rodea el nucleo, por la
fluorescencia roja del cromocuerpo. Solo era observable un bajo fondo de cromocuerpo distribuido dispersado. Esto
demuestra un reconocimiento especifico alto del epitopo por el cromocuerpo anti-laminina que es comparable a la
direccion de laminina B1-GFP por el cromocuerpo anti-GFP como se muestra en la Figura 4C.

Estos datos demuestran que los epitopos enddégenos como la citoqueratina-8 localizada en el citoplasma asi como la
proteina laminina nuclear pueden visualizarse especifica y eficazmente por cromocuerpos expresados de forma
intracelular. Las proteinas celulares usadas en este estudio son solamente ejemplos, cualquier otra proteina, por
ejemplo celular, puede detectarse del mismo modo usando cromocuerpos especificos (o fluorocuerpos). Resulta
importante que los ejemplos demuestran que no debe esperarse limitacién con respecto a la localizacién subcelular, en
particular compartimentalizacion.

Ejemplo 10: Comparacion de la expresion de cAbGFP4 y cAbGFP4 (Cys92 Ser) en células de mamifero

Se muté cAbGFP4 para aumentar la solubilidad y para reducir la tendencia a agregacion de la proteina debido a la
formacioén de puentes disulfuro inespecificos. Por lo tanto la cisteina en la posicion 98 de SEQ ID NO: 18 se alter6 a
serina (SEQ ID NO: 32).

(A) Deteccion de la distribucion intracelular

Ambas proteinas se expresaron en células 293T. Como se representa en la Figura 12 (panel superior), cAbGFP4 (Cys
92 Ser) esta distribuido mas uniformemente dentro de la célula humana en comparacién con el cAbGFP4 original sin
estar presentes antigenos. Resulta notable que el nucleo es accesible a un porcentaje mucho mayor de cAbGFP4 (Cys
92 Ser) en comparacion con cAbGFP4. Esto indica una mayor solubilidad asi como la ausencia de agregacion
inespecifica, puesto que una de las dos cisteinas presentes en la molécula se muté para evitar la formacion de puentes
disulfuro no deseados.

(B) Deteccion de la funcionalidad en células 293T humanas

La Figura 12 (panel inferior) muestra claramente que en presencia de GFP-PCNA como antigeno en células humanas,
cAbGFP4 (Cys92Ser) se une a su antigeno de forma mas eficaz que la molécula cAbGFP4 original. La cantidad de
molécula libre es mucho menor en el primer caso.

Ejemplo 11: Comparacion de la capacidad de precipitacion del agente de unién de GFP con anticuerpos de GFP mono y
policlonales

Se incubaron extractos proteicos de células 293T productoras de GFP con 1 pg de agente de union de GFP (cAbGFP4)
0 2 pg de anticuerpos de GFP mono o policlonales y se precipitaron inmunocomplejos con proteina A/G sefarosa. Se
separaron alicuotas de fraccion de entrada (1), flujo continuo (F) y unida (B) por SDS-PAGE. La Figura 10 ilustra los
resultados después de tincién con Coomassie (parte superior) o analisis de inmunotransferencia usando un anticuerpo
anti-GFP (parte inferior). La GFP precipitada, cadenas pesada (hc) y ligera (Ic) desnaturalizadas de las IgG y el agente
de unién de GFP (cAbGFP4) estan marcados por flechas. Se muestra claramente que la precipitacion/purificacion de la
GFP de antigeno con el agente de union a GFP es mucho mas especifica que con anticuerpos monoclonales o
policlonales dirigidos a GFP. No son visibles otras bandas distintas de las correspondientes a GFP y el agente de union
a GFP en el gel.

Ejemplo 12: Purificacion basada en columna de GFP

Se cargaron extractos proteicos de células 293T productoras de GFP en una columna que contenia agente de unién a
GFP (cAbGFP4) acoplado covalentemente a Sepharose 10 (Amersham). Las proteinas unidas se eluyeron y se
separaron las alicuotas de fraccion de entrada (I), flujo continuo (F) y unido (B) por SDS-PAGE y se tifieron con
Coomassie. Como se representa en la Figura 11 la proteina de interés, en este caso GFP, podria enriquecerse y
purificarse.

Ejemplo 13: Actividad y deteccion intracelular del agente recombinante de unién a GFP (cAbGFP4) acoplado a Cy5

El agente recombinante de unién a GFP (cAbGFP4) se purificd por cromatografia de afinidad inmovilizada (IMAC) y la
concentracion proteica se ajusté a 1 mg/ml. Se acoplé 1 ml de la solucidon proteica al NHS-éster Cy5 fluorescente
(Amersham) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La proteina acoplada se someti¢ a filtracion en gel en una
columna Superdex-75 (Amersham) intercambiando el tampdén de acoplamiento (NaHCO3 0,1 M) a 1xPBS. Para
inmunotinciones se uso el agente de unién de GFP-Cy5 purificado en concentracién de 50 a 100 ng/ml. La Figura 13
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muestra una inmunotincion de células HeLa que expresan GFPPCNA con un dominio VHH especifico de GFP
(cAbGPF4, agente de unién de GFP) acoplado con Cy5-NHS (Amersham). Las células se fijaron con paraformaldehido
3,7. Barra de escala 5 um. La fusion de las dos sefales que surgen de GFP-PCNA vy la emision de Cy5 de la fusion
agente de unién de GFP-Cy5 en (a) y (b) muestra la colocalizacién de ambas proteinas (Figura 13(d)). Esto demuestra
la idoneidad de colorantes fluorescentes para las aplicaciones de la presente invencion.
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Pro

Cys

70

Ser

Asp

Thr

Gly

Val

150

Lys

Tyr

Asn

Lys

Thr
230

Leu

Asn

Tyxr

val

Phe

Ala

Asp

Leu

Asn

135

Tyr

Ile

Gln

His

Arg

215

His

Phe

Gly

Gly

Pro

Ser

Met

Gly

Val
120

Ile

Ile

Arg

Gln

Tyr

200

Asp

Gly

40

Thr

His

25

Lys

Trp

Arg

Pro

Asn

105

Asn

Leu

Met

His

Asn

185

Leu

His

Met

Gly

10

Lys

Leu

Pro

Tyx

Glu

Tyr

Arg

Gly

Ala

Asn

i70

Thr

Ser

Met

Asp

Val

Phe

Thr

Thr

Pro

75

Gly

Lys

Ile

His

Asp

155

Ile

Pro

Thr

Val

Glu
235

Val

Ser

Leu

Leu

60

Asp

Tyr

Thx

Glu

Lys

140

Lys

Glu

Iie

Gln

Leu

220

Leu

Pro

Val

Lys

45

Val

His

val

Arg

Leu
125

Leu

Gln

Asp

Gly

Ser

205

Leu

Tyr

Ile

Ser

30

Phe

Thr

Met

Gln

Ala

110

Lys

Glu

Lys

Gly

Asp

190

Ala

Glu

Lys

Leu

15

Gly

Ile

Thr

Lys

Glu

95

Glu

Gly

Tyr

Asn

Ser

175

Gly

Leu

Phe

Val

Glu

Cys

Phe

Gin

80

Arg

Val

Ile

Asn

Gly

160

Val

Pro

Ser

Val



10

<210>7
<211>717
<212> ADN

<213> Aequorea victoria

<400> 7

atgagtaaag
gatgttaatg
aaacttaccc
gtcactactt
catgactttt
aaagatgacg
aatagaatcg
ttggaataca
atcaaagtta
cattatcaac
ctgtccacac

cttgagtttig

gagaagaact
ggcacaaatt
ttaaatttat
tctcttatgg
tcaagagtgc
ggaactacaa

agttaaaagg

actataactc

acttcaaaat
aaaatacticee
aatctgcccet

taacagctgc

ES 2 542 337 T3

tttcactgga
ttetgtcagt
ttgcactact
tgttcaatgc
catgcccgaa
gacacgtgct
tattgatttt
acacaatgta
tagacacaac
aattggcgat
ttcgaaagat

tgggattaca

gttgtcccaa
ggagagggtyg
ggaaaactac
ttttcaagat
ggttatgtac
gaagtcaagt
aaagaagatg
tacatcatgg
attgaagatg
ggccctgtoee
cccaacgaaa

catggcatgyg

41

ttcttgttga
aaggtgatge
ctgttccatg
acccagatca
aggaaagaac
ttgaaggtga
gaaacattct
cagacaaaca
gaagcgttca
ttttaccaga
agagagacca

atgaactata

attagatggt
aacatacgga
gccaacactt
tatgaaacag
tatatttttce
tacccttgtt
tggacacaaa
aaagaatgga
actagcagac
caaccattac
catggtcctt

caaataa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660

717



<210> 8
<211> 225
<212> PRT

<213> Discosoma

<400> 8

Met

1

Arg

Gly

Thr

Phe

Asp

Met

Leu

Phe

Ala

145

Ile

Phe

Tyr

Thr

Leu
225

Arg

Met

Glu

Lys

S50

Gln

Tyr

Asn

Gln

Pro

130

Ser

His

Lys

Tyr

Ile
210

Ser

Glu

Gly

35

Gly

Tyr

Lys

Phe

Asp

115

Ser

Thr

Lys

Ser

Val

195

Val

Ser

Gly

20

Arg

Gly

Gly

Lys

Glu

100

Gly

Asp

Glu

Ala

Ile

180

Asp

Glu

Lys

Thr

Pro

Pro

Ser

Leu

Asp

Cys

Gly

Leu

165

Tyzr

Ser

Gln

ES 2 542 337 T3

Asn

Val

Tyr

Leu

Lys

70

Ser

Gly

Phe

Pro

Leu

150

Lys

Met

Lys

Tyr

Val

Asn

Glu

Pro

55

Val

Phe

Gly

Ile

Val

135

Tyr

Leu

Ala

Leu

Glu
215

ile

Gly

Gly

40

Phe

Tyr

Pro

Val

Tyr

120

Met

Pro

Lys

lys

Asp

200

Arg

42

Lys

His

25

His

Ala

Val

Glu

Val

105

Lys

Gln

Arg

Asp

Lys

185

Ile

Thr

Glu

10

Glu

Asn

Trp

Lys

Gly

Thr

val

Lys

Asp

Gly

170

Pro

Thr

Glu

Phe

Phe

Thr

Asp

His

15

Fhe

Val

Lys

Lys

Gly

155

Gly

Val

Ser

Gly

Met

Glu

Val

Ile

Pro

Lys

Thr

Phe

Thr

140

Val

His

Gln

His

Arg
220

Arg

Ile

Lys

45

Leu

Ala

Trp

Gln

ile

125

Met

Leu

Tyr

Leu

Asn

205

His

Phe

Glu

30

Leu

Ser

Asp

Glu

Asp

110

Gly

Gly

Lys

Leu

Pro

190

Glu

His

Lys

15

Gly

bys

Pro

Iile

Arg

95

Ser

Val

Trp

Gly

Val

175

Asp

Leu

vVal

Glu

Val

Gln

Pro

80

Val

Ser

Asn

Glu

Glu

160

Glu

Tyr

Tyr

Phe



ES 2 542 337 T3

10

43

<210>9

<211> 678

<212> ADN

<213> Discosoma

<400> 9
atgaggtctt ccaagaatgt tatcaaggag ttcatgaggt ttaaggttcg catggaagga 60
acggtcaatg ggcacgagtt tgaaatagaa ggcgaaggag aggggaggcce atacgaaggce 120
cacaataccg taaagcttaa ggtaaccaag gggggacctt tgccatttgc ttgggatatt 180
ttgtcaccac aatttcagta tggaagcaag gtatatgtca agcaccctge cgacatacca 240
gactataaaa agctgtcatt tcctgaagga tttaaatggg aaagggtcat gaactttgaa 300
gacggtggcg tegttactgt aacccaggat tecagtttge aggatggetyg tttcatcectacg 360
aaggtcaagt tcattggecgt gaactttect tecgatggac ctgttatgea aaagaagaca 420
atgggctggg aagccagcac tgagegtttg tatcctcecgtg atggocgtgtt gaaaggagag 480
attcataagg ctctgaagcet gaaagacggt ggtcattacc tagttgaatt caaaagtatt 540
tacatggcaa agaagcctgt gcagctacca gggtactact atgttgactc caaactggat 600
ataacaagcc acaacgaaga ctatacaatc gttgagcagt atgaaagaac cgagggacge 660
caccatctgt tcctttag 678
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<210> 10

<211> 117

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>

<223> Fragmento VHH de cromocuerpo fluorescente contra GFP

<400> 10
Met Ala Asp Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Ala Leu Val Gln Pro
1 S 10 15
Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Pro Val Asn

20 25 30
Arg Tyr Ser Met Arg Trp Tyr Arg Gln Ala Pro Gly Lys Glu Arg Glu
35 40 45
Trp Val Ala Gly Met Ser Ser Ala Gly Asp Arg Ser Ser Tyr Glu Asp
50 55 60
Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr 1le Ser Arg Asp Asp Ala Arg Asn Thr
65 70 75 80
Val Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala Val Tyr
85 80 95

Tyr Cys Asn Val Asn Val Gly Phe Glu Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Gln
100 105 110

Val Thr Val Ser Ser

20

25

44

11%

<210> 11

<211> 351

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> secuencia que codifica fragmento VHH de cromocuerpo fluorescente de SEQ ID NO: 10

<400> 11
atggcegatg tgcagetggt ggagtctggyg ggagecetigg tgcageeoggg ggggtctetg 60
agactctect gtgcagecte tggattcece gtcaatcget atagtatgag gtggtaccge 120
caggciccad ggaaggageg cgagtgggtce gegggtatga gtagtgctgg tgatcgttca 180
agttatgaag actccgtgaa gggecgattc accatctcca gagacgacgce caggaatacg 240
gtgtatctgc aaatgaacag cctgaaacct gaggacacgg cogtgtatta ctgtaatgte 300
aatgtgggct ttgagtactg gggccagggg acccaggtca ccgtctceccte a 351



10

<210> 12
<211>123
<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>

ES 2 542 337 T3

<223> Fragmento VHH de cromocuerpo fluorescente contra laminina

<400> 12

Meat

1

Gly

Ser

Trp

Ser

Val

Tyr

Arg

Ala

Glu

Tyr

Val

50

Val

Tyr

Cys

Gly

Gln

Ser

Ser

Ala

Lys

Leu

Thr

Gln
115

Val

Len
20

Met

Thr

Gly

Gln

Lys
100

Gly

Gln Leu

Arg Leu

EFhr Trp

Ile Ser

Arg Ala
70

Leu Asn
85

Gly Arg

Thr Gln

Val

Ser

Val

Phe

55

Thr

Ser

val

Val

Glu

Cys

Arg.

40

Ser

Ile

Leu

Ser

Thr
120

45

Ser

Ala

Gly
10

Ala

Gin Ala

Gly

Ser

Lys

Pro
105

Val

Gly

Arg

Thr

Pro

Ser

Gly

Ser

Pro

Ser

Asp

Glu

Ile

Ser

Gly

Gly

Gly.

Thr

60

Asn

Asp

Pro

Leu

Phe

Lys

45

Tyr

Ala

Thr

Asp

Val

Asn

Glu

Tyr

Lys

Gly

Gly
110

Gln

15

Phe

Leu

Asp

Ser

Met
95

Leu

Pro

Ala

Asp

Asp

Thr

Tyr

Ser



10

15

20

25

ES 2 542 337 T3

<210> 13

<211> 369

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> secuencia que codifica fragmento VHH de cromocuerpo fluorescente de SEQ ID NO: 12

<400> 13

atggctcagg
agactctcct
caggctecag
tactatgatg
gtgtatctcc

ggcagagtat

tgcagctggt
gtgcagecte
ggaaggaact
actccgtgaa
agttaaacag

cccegeccat

gtctecctca

<210> 14
<211>128
<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>

ggagtetggg
tggattcaac
cgactgggtce
gggcegggee
cctgaaaact

tccegatgge

ggaggettgg
ttcgcaagtt
gcaacaataa
acaatctcca

gaggacacgg

ctttctcgag

tgcagectgg
attccatqgac
gtttcagtgg
gagacaacgc
gaatgtatta

gccaggggac

ggagtctctce
ctgggtcege
tgggtccact
caagagcaca
ctgtacaaaa

ccaggtcace

<223> Fragmento VHH de cromocuerpo fluorescente contra citoqueratina-8

<400> 14

Met Ala Gln
1

Gly Gly Ser

hsp Tyr Asn
35

Arg Val Ser
50

Val Lys Gly
65

Val

Leu

Met

Ala

Arg

Gln

Thr

Gly

Ile

FPhe

Leu Gln Glu

Leu

Ser Cys

Ser Gly
10

Thr Tyr
25

Trp Phe Arg Gln Gly

40

Ser

Thr
70

Phe Arg

Gly Ile

Ile Ser Arg Asp

Gly

Ser

Pro

Thr

Asn
75

Gly Leu

Gly Leu

Gly Lys
45

Tyr Tyr
60

Ala Lys

Val

Thr

30

Glu

Val

Lys

Gln Ala
15

Phe Asp

Glu

Arg

Asp Ser

Thr Leu

80

Tyr Leu Gln Met Asn Gly Leu Thr Pro Asp Asp Thr Ala Thr Tyr Tyr
85 20 95

Cys Ala Gly Ser Arg Phe Leu Ser Pro Phe Val Arg Asp Gly Asp Thr
100 105 110,

Lys Leu Ile Asn Asp Trp Gly Gln Gly Thr Gln Val Thr Val Ser Ser
115 120 125

46

60
120
180
240
300
360
369



10

15

20

<210> 15
<211> 384
<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

ES 2 542 337 T3

<223> secuencia que codifica fragmento VHH de cromocuerpo fluorescente de SEQ ID NO: 14

<400> 15

atggctcagg
acactetect
cagggtccag
tatgtagact
tatctgcaaa

cgcttcttaa

gggacccagg

<210> 16
<211> 229
<212> PRT

tacagctgca
gtacatactc
ggaaggagcg
ccgttaaggg
tgaacggcct
gtccctttgt

tcaccgtctc

<213> secuencia artificial

<220>
<223> mRFP1

<400> 16

ggagtctgga
tggcttgact
cgagagagtt
ccgattcacc
gacacctgac
acgcgatggt

ctca

ggaggcttygg
fttgatgatt
tcggcgatta
atctccaggg
gatacggcca

gacacgaaat

47

tgcaggcagyg
ataacatggg
gctttcgtgg
ataacgccaa
cgtattactg

tgattaacga

ggggtctcetg

ctggttcecge
catcacctat
gaagacgctg
tgcgggtagt

ttggggccag

60
120
180
240
300
360

384



Met

Arg

Gly

Thz

Phe

65

Asp

Met

Leu

Phe

Ala

145

ile

val

Tyr

Thr

Ala
225

Ala

Met

Glu

Lys

50

Gln

Tyr

Asn

Gln

Pro

130

Ser

Lys

Lys

Lys

Ile

210

Gly

Ser

Glu

Gly

35

Gly

Tyr

Leu

Phe

Asp

115

Ser

Thr

Met

Thr

Thr

195

Val

Leu

Ser

Gly

Arg

Gly

Gly

Lys

Glu

100

Gly

Asp

Glu

Arg

Thy

180

Asp

Glu

Tyr

Glu

Ser

Pro

Pro

Ser

Leu

Asp

Glu

Gly

Arg

Leu

165

Tyr

ile

Gln

Lys

ES 2 542 337 T3

Asp

Val

Tyr

Leu

Lys

10

Ser

Gly

Phe

Pro

Met

150

Lys

Met

Lys

Tyr

Val

aAsn

Glu

Pro

Ala

Phe

Gly

Ile

Val

135

Tyr

Leu

Ala

Leu

Glu
215

Ile

Gly

Gly

40

Phe

Tyr

Pro

Val

Tyr

120

Met

Pro

Lys

Lys

Asp

200

Arg

48

Lys

His

25

Thr

Ala

Val

Glu

Val

105

Lys

Gln

Glu

Asp

Lys

185

Ile

Ala

Glu

Glu

Gln

Trp

Lys

Gly

90

Thr

Val

Lys

Asp

Gly

170

Pro

Thr

Glu

Phe

Phe

Thr

Asp

His

75

Phe

Val

Lys

Lys

Gly

155

Gly

Val

Ser

Gly

Met

Glu

Ala

Tle

Pro

Lys

Thr

Leu

Thr

140

Ala

His

Gln

His

Arg
220

Arg

1le

Lys

45

Leu

Ala

Trp

Gln

Arg

125

Met

Leu

Tyr

Leu

Asn

205

His

FPhe

Glu

30

Leu

Ser

Asp

Glu
Asp

110

Gly

Lys

Asp

Pro

130

Glu

Ser

Llys

15

Gly

Lys

Pro

Ile

Arg

Ser

Thr

Trp

Gly

Ala

175

Gly

Asp

Thr

Val

Glu

Val

Gln

Pro

BO

val

Ser

Asn

Glu

Glu

160

Glu

Ala

Tyr

Gly



10

<210> 17
<211> 690
<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> mRFP1

<400> 17

atggcctect
tcocgtgaacg
acccagaccg
ctgtccecete
gactacttga

gacggceggcyg

aaggtgaagc
atgggctggg
atcaagatga
tacatggcca
atcacctecc

cactccaccy

ccgaggacgt
gccacgagtt
ccaagctgaa
agttccagta
agctgtectt

tggtgaccgt

tgegeggeac
aggcctccac
ggctgaaget
agaagceegt
acaacgagga

gcgeceggect

ES 2 542 337 T3

catcaaggag
cgagatcgag
ggtgaccaag
cggctccaag
cceegaggge

gacccaggac

caacttcecc
cgaqgcggatg
gaaggacggc
gcagctgcce
ctacaccatc

gtacaagtaa

ttecatgeget
g9gcgagggcg
ggcggeccec
gcctacgtga
ttcaagtggg

tcctecctge

tccgacggee
tacceccgagg
ggccactacy
ggcgectaca

gtggaacagt

49

tcaaggtgeg
agggecgecc
tgceccttege
agcaccccgce
agcgcgtgat

aggacggcga

ccgtaatgea
acggcgccct
acgeegaggt
agaccgacat

acgagcgcge

catggagggc
ctacgagggce
ctgggacatc
cgacatcccee
gaacttcgag

gttcatctac

gaagaagacc
gaagggcgag
caagaccacc
caagctggac

cgagggccgr

60
120
180
240
300
380

420
480
540
600
660
690



10

<210> 18
<211> 368
<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>

<223>cromocuerpo anti-GFP

<400> 18

Met

1

Gly

Arg

Trp

Ser

Val

Tyr

Val

Thr

Asp

145

val

Ala
Gly
Tyr
Val
50

Val
Tyr
Cys
Thr
Val
130

Val

Asn

Asp

Ser

Ser

35

Ala

Lys

Leu

Asn

Val

115

Pro

ile

Gly

Val

Leu

20

Met

Gly

Gly

Gln

Val

100

Ser

Arg

Lys

His

Gln

Arg

Gly

Met

Arg

Met

85

Asn

Ser

Ala

Glu

Glu

ES 2 542 337 T3

Leu

Leu

Trp

Ser

Phe

70

Asn

Val

Arg

Arg

Phe

150

Phe

Val

Ser

Tyr

Ser

55

Thr

Ser

Gly

Asn

Asp

135

Met

Glu

Glu

Cys

Arg

40

Ala

Ile

Leu

Phe

Ser

120

Pro

Arg

Ile

50

Ser

Ala

25

Gln

Gly

Ser

Lys

Glu

105

Ile

Pro

Phe

Glu

Gly

Ala

Ala

Asp

Arg

Fro

90

Tyr

Ser

Val

Lys

Gly

Gly

Ser

Pro

Arg

Asp

75

Glu

Trp

Ser

Asp

Val

155

Glu

Ala

Gly

Gly

Ser

60

Asp

Asp

Gly

Leu

Met

140

Arg

Gly

Leu

Phe

Lys

45

Ser

Ala

Thr

Gln

Ser

125

Ala

Met

Glu

Val

Pro

30

Glu

Tyr

Arg

Ala

Gly

110

Ile

Ser

Glu

Gly

Gln

Val

Arg

Glu

Asn

Val

95

Thr

Pro

Ser

Gly

Arg

Pro

Asn

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gln

Ser

Glu

Ser

160

Pro
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165 170 175

Tyr Glu Gly Thr Gln Thr Ala Lys Leu Lys Val Thr Lys Gly Gly Pro
180 185 190

Leu Pro Phe Ala Trp Asp Ile Leu Ser Pro Gln Phe Gln Tyr Gly Ser
195 200 205

Lys Ala Tyr Val Lys His Pro Ala Asp Ile Pro Asp Tyr Leu Lys Leu
210 215 220

Ser Phe Pro Glu Gly Phe Lys Trp Glu Arg Val Met Asn Phe Glu Asp
225 230 235 240

Gly Gly Val Val Thr Val Thr Gln Asp Ser Ser Leu Gln Asp Gly Glu
245 250 255

Phe Ile Tyr Lys Val Lys Leu Arg Gly Thr Asn Phe Pro Ser Asp Gly
260 265 270

Pro Val Met Gln Lys Lys Thr Met Gly Trp Glu Ala Ser Thr Glu Arg
275 280 285

Met Tyr Prc Glu Asp Gly Ala Leu Lys Gly Glu Ile Lys Met Arg Leu
290 295 300

Lys Leu Lys Asp Gly Gly His Tyr Asp Ala Glu Val Lys Thr Thr Tyr
305 310 315 320

Met Ala Lys Lys Pro Val Gln Leu Pro Gly Ala Tyr Lys Thr Asp Ile
325 330 335

Lys Leu Asp Ile Thr Ser His Asn Glu Asp Tyr Thr Ile Val Glu Gln
340 345 350

Tyr Glu Arg Bla Glu Gly Arg His Ser Thr Gly Ala Gly Leu Tyr Lys
355 360 365

51
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<210> 19

<211> 1107

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cromocuerpo anti-GFP

<400> 19

10

atggcegatg tgcagetggt ggagtetggg

agactctect gtgcagecte

caggctecag
agttatgaag
gtgtatctgc
aatgtggget
atatcaagct
gccteccteeg
gtgaacggcc
cagaccgeca
tcccetecagt
tacttgaagc
ggcggcegtgyg
gtgaagctge
ggctgggagg
aagatgaggce
atggccaaga
acctocecaca

tccacecggeg

ggaaggagcg
actccgtgaa
aaatgaacag
ttgagtactg
tatcgatacc
aggacgtcat
acgagttcga
agctgaaggt
tccagtacgg
tgtcctteee
tgacegtgac
gcggcaccaa
cctccaccga
tgaagctgaa
agccogtgea
acgaggacta

ccggeoctgta

tggatteece
cgagtgggtc
gggaccgatte
cctgaaacct
gggccaggyyg
gtcgacggta
caaggagttc
gatcgaggge
gaccaagggae
ctccaaggeco
cgagggctte
ccaggactee
cttccectee
gcggargtac
ggacggcgqgc
gctgeecgge
caccatcgtg

caagtaa

ggagccttgg
gtcaatcgct
gcgggtatga
accatctcca
gaggacacgqg
acccaggtca
cCgeggygcece
atgegettea
gagggcgagyg
ggcecectygc
tacgtgaagc
aagtgggagce
tcecetygcagg
gacggccccg
cccgaggacg
cactacgacg
gcctacaaga

gaacagtacg

52

tgcagccggg
atagtatggg
gtagtgctgg
gagacgacge
ccgtgtatta
ccgtctecte
gggQatccacc
aggtgcgcat
gccgeeecta
ccttegectg
accccgccga
gcgtgatgaa
acggcgagtt
taatgcagaa
gcgecoctgaa
ccgaggtcaa
ccgacatcaa

agcgcgecga

ggggtctctyg

gtggtaccgc

tgatcgttca
caggaatacg
ctgtaatgtc
aaggaattcyg
ggtcgacatg
ggagggctcc
cgagggcacc

ggacatcctg

catccccgac

cttcgaggac
catctacaag
gaagaccatg
gggcgagatce
gaccacctac
gctggacate

gggccgcecac

60

- 120

180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080

1107



10

<210> 20
<211> 374
<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>

ES 2 542 337 T3

<223> cromocuerpo anti-citoqueratina-8

<400> 20

Met

1

Gly

Ser

Trp

Ser
65

Val

Tyr

Arg

Ser

Asp

145

Val

Glu

Val

Gln

Ala

Glu

Tyr

Val

50

Val

Gln

Ser

Ser

35

Ala

Lys

Val

Leu

20

Met

Thr

Gly

Tyr Leu Gln

Cys

Gly

Leu

130

Met

Arg

Gly

Thr

Phe
210

Thr

Gln

115

Ser

Rla

Met

Glu

Lys

195

Gln

Lys

100

Gly

Iile

Ser

Glu

Gly

180

Gly

Tyr

Gln

Argqg

Thr

Ile

Arg

Leu

Gly

Thr

Pro

Ser

Gly

165

Arg

Gly

Gly

Leu

Leu

Trp

Ser

Ala
70

Val

Ser

Val

Phe

Thr

Glu Ser

Cys Ala

Ser Gly

Ile Ser

Gly Gly

10

Ala Ser

Ala Pro

Gly Ser

Arg Asp

Asn Ser Leu Lys Thr

Arg

Gln

Ser

Glu

150

Ser

Pro

Pro

Ser

vVal

val

Thr

135

Asp

Val

Tyr

Leu

Lys
215

Ser

Thr

120

Val

val

Asn

Glu

Pro

200

Ala

53

Pro

105

val

Pro

Ile

Gly

Gly

185

Phe

Tyxr

90

Pro

Ser

Arg

Lys

His

170

Thr

Ala

Val

75

Glu

Ile

Ser

Ala

Glu

155

Glu

Gin

Trp

Lys

Gly

Gly

Gly

Thr

Asn

Leu

Phe

Lys

45

Tyr

Ala

Val

Asn

Glu

Tyr

Lys

Gln

15

Phe

Leu

Asp

Ser

Pro

Ala

Asp

Asp

Thr
80

Asp Thr Gly Met Tyr

Pro

Arg

Arg

140

Phe

Fhe

Thr

Asp

His
220

Asp

Asn

125

Asp

Met

Glu

Ile
205

Pro

Gly

110

Ser

Pro

Arg

Ile

Lys

190

Leu

Ala

95

Leu

Ile

Preo

Phe

Glu

175

Leu

Ser

Asp

Ser

Ser

Val

Lys

160

Gly

Lys

Pro

Ile



ES 2 542 337 T3

Pro Asp Tyr Leu Lys Leu Ser Phe Pro Glu Gly Phe Lys Trp Glu Arg
225 230 235 . 240

Val Met Asn Phe Glu Asp Gly Gly Val Val Thr Val Thr Gln Asp Ser
245 250 255

Ser Leu Gln Asp Gly Glu Phe Ile Tyr Lys Val Lys Leu Arg Gly Thr
260 265 270

Asn Phe Pro Ser Asp Gly Pro Val Met Gln Lys Lys Thr Met ‘Gly Trp
275 280 285

Glu Ala Ser Thr Glu Arg Met Tyr Pro Glu Asp Gly Ala Leu Lys Gly
290 295 300

Glu Ile Lys Met Arg Leu Lys Leu Lys Asp Gly Gly His Tyr Asp Ala
305 310 : 315 320

Glu Val Lys Thr Thr-Tyr Met Ala Lys Lys Pro Val Gln Leu Pro Gly
325 330 335

Bla Tyr Lys Thr Asp Ile Lys Leu Asp Ile Thr Ser His Asn Glu Asp
340 345 350

Tyr Thr Ile Val Glu Gln Tyr Glu Arg Ala Glu Gly Arg His Ser Thr
355 360 365

Gly Ala Gly Leu Tyr Lys
370

54



10

<210> 21
<211> 1125
<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

ES 2 542 337 T3

<223> cromocuerpo anti-citoqueratina-B

<400> 21

atggctcagg
agactctect
caggectecag
tactatgatg
gtgtatctcce
ggcagagtat
gtctcctcaa
gatccaccgg
gtgcgcatgg
cgcccctacg
ttegectggg
cccgecgaca
gtgatgaact
ggcgagttea
atgcagaaga
gcectgaagyg
gaggtcaaga
gacatcaage

cgcgcegagyg

tgcagctggt
gtgcagectc
ggaaggaact
actccgtgaa
agttaaacag
ccccgcccat
ggaattcgat
tcgacatgge
agggctcegt
agggcaccca
acatecctgte
tcceccgacta
tcgaggacgg
tctacaaggt
agaccatggg
gcgagatcaa
ccacctacat
tggacatcac

gecgcecacte

ggagtctggg

tggattcaac
cgactgggtc
gggccggygcco
cctgaaaact
tcccgatggce
atcaagctta
ctcctecgag
gaacggccac
gaccgccaag
ccctecagtte
cttgaagctg
cggcgtggtyg
gaagctgege
ctgggaggec
gatgaggcty
ggccaagaag
ctcccacaac

caccggegee

ggagycttygg
ttegecaagtt
gcaacaataa
acaatctcca
gaggacacgg
ctttctcgag
tcgataccgt
gacgtcatca
gagttcgaga
ctgaaggtga
cagtacggct
tcctteceeg
accgtgacce
ggcaccaact
tccaccgagce
aagctgaagg
cccegbgeage
gaggactaca

ggcctgtaca

55

tgcagecectgg
attccatgac
gtttcagtgg
gagacaacgc
gaatgtatta
gccaggggac
cgacggtacc
aggagttcat
tcgagggega
ccaagggcgg
ccaaggecta
agggcttcaa
aggactcctc
tccoetecga
ggatgtacce
acggecggceca
tgcccggege
ccatcgtgga

agtaa

ggagtctcte
ctgggtcege
tgggtecact
caagagcaca
ctgtacaaaa
ccaggtcacc
gcgggcccgyg
gcgcttcaag
gggcgaggge
cccectgecee
cgtgaagcac
gtgggagege
cectgcaggac
cggccecgta
cgaggacygce
ctacgacgcece
ctacaagacc

acagtacgag

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
9200
960

1020
1080

1125



10

<210>
<211>
<212>

22
379
PRT

<213> secuencia artificial

<220>

<223>cromocuerpo anti-lamina-B

<400>

Met

1

Gly

Asp

Arg

Val

65

Tyr

Cys

Lys

Arg

Arg

145

Phe

Phe

Thr

22

Ala

Gly

Tyr

Val

50

Lys

Leu

Ala

Leu

Asn

130

Asp

Met

Glu

Ala

Gln

Ser

Asn

35

Ser

Gly

Gln

Gly

Ile

115

Ser

Pro

Arg

Ile

Lys
195

val

Leu

20

Met

Ala

Arg

Met

Ser

100

Asn

Ile

Pro

Phe

Glu

180

Leu

Gln

Thr

Gly

ile

Phe

Asn

85

Arg

Asp

Ser

Val

Lys

165

Gly

Lys

Leu

Leu

Trp

Ser

Thr

70

Gly

Phe

Trp

Ser

Asp

150

val

Glu

Val

ES 2 542 337 T3

Gln

Ser

Phe

Phe

55

Ile

Leu

Leu

Gly

Leu

135

Met

Arg

Gly

Thr

Glu

Cys

Arg

40

Arg

Ser

Thr

Ser

Gln

120

Ser

Ala

Met

Glu

Lys
200

Ser

Thr

25

Gln

Gly

Arg

Pro

Pro

105

Gly

Ile

Ser

Glua

Gly

Gly

56

Gly

10

Tyr

Gly

Ile

Asp

Asp

90

Phe

Thr

Pro

Ser

Gly

170

Arg

Gly

Gly

Ser

Pro

Thr

Asn

15

Asp

val

Gln

Ser

Glu

155

Ser

Pro

Pro

Gly

Gly

Gly

Tyr

60

Ala

Thr

Arg

Val

Thr

140

Asp

Val

Tyr

Leu

Leu

Leu

Lys

45

Tyr

Lys

Ala

Asp

Thr

12%

Vval

vVal

Asn

Glu

Pro
205

val

Thr

30

Glu

Val

Lys

Thr

Gly

110

Val

Pro

Ile

Gly

Gly

190

Phe

Gln

15

Phe

Arg

Asp

Thr

Tyr

95

Asp

Ser

Arg

Lys

His

175

Thr

Ala

Ala

Asp

Glu

Ser

Leu

80

Tyr

Thr

Ser

Ala

Glu

160

Glu

Gln

Trp



ES 2 542 337 T3

Asp Ile Leu Ser Pro Gln Phe

210

215

His Pro Ala Asp lle Pro Asp

225

Phe

Val

Lys

Lys

Gly

305

Gly

Val

Ser

Gly

Lys

Thr

Leu

Thr

290

Ala

His

Gln

His

Arg
370

Trp

Gln

Arg

275

Met

Leu

Tyr

Leu

Asn

355

His

Glu Arg
245

Asp Ser
260

Gly Thr

Gly Trp

Lys Gly

Asp Ala

325

Pro Gly
340

Glu Asp

Ser Thr

230

Val

Ser

Asn

Glu

Glu

310

Glu

Ala

Tyr

Gly

Met

Leu

Phe

Ala

295

ile

Val

Tyr

Thr

Ala
375

Gln Tyr Gly Ser Lys Ala Tyr Val Lys

220

Tyr Leu Lys Leu Ser Phe Pro Glu Gly

235

Asn Phe Glu Asp
250

Gln Asp Gly Glu
265

Pro Ser Asp Gly
280

Ser Thr Glu Arg

Lys Met Arg Leu
315

Lys Thr Thr Tyr
330

Lys Thr Asp Ile
345

Ile Val Glu Gln
360

Gly Leu Tyr Lys

57

Gly

Phe

Pro

Met

300

Lys

Met

Lys

Tyr

Gly

Ile

Val

285

Tyr

Leu

Ala

Leu

Glu
365

val

Tyr

270

Met

Pro

Lys

Lys

Asp

350

Arg

Val

255

Lys

Gln

Glu

Asp

Lys

335

Ile

Ala

240

Thr

vVal

Lys

Asp

Gly

320

Pro

Thr

Giu



10

<210> 23
<211> 1140
<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

ES 2 542 337 T3

<223> cromocuerpo anti-lamina-8

<400> 23

atggcccagg
acactetcct
cagggtccag
tatgtagact
tatctgcaaa
cgcttcttaa
gggacccadg
gtacegegdg
ttcatgeget
ggcgagggcg
ggcggcecce
gcctacgbga
ttcaagtggg
tcctecectge
tccgacggec
taccccogagg
ggccactacyg
ggcgecctaca

gtggaacagt

tgcagctgca
gtacatactc
ggaaggagcyg
ccgttaaggo
tgaacggcct
gtccctttgt
tcaccgtctc
ccegggatcee
tcaaggtgcg
agggccgcecc
tgceccttcge
agcaccccgce
agcgcgtgat
aggacggcga
ccgtaatgea
acggcgecct
acgecgaggt
agaccgacat

acgagecgege

ggagtctgga
tggettgact
cgagagagtt
ccgattcace
gacacctgac
acgcgatggt
ctcaaggaat
accggtcegac
catggagggc
ctacgagggc
ctgggacatc
cgacatcece
gaacttcgag
gttcatctac
gaagaagacc
Jaagggcgag
caagaccacc

caagctggac

cgagggccgc

ggaggcttgg
tttgatgatt
tcggcgatta
atctccaggg
gatacggceca
gacacgaaat
tcgatatcaa
atggecctect
tccgtgaacy
acccagaccg
ctgtcecccte
gactacttga
gacggcgygcey
aaggtgaagc
atgggetggg
atcaagatga
tacatggcca
atcacctece

cactccaccg

58

tgcaggcagg
ataacatgqgqg
gctttcgtag
ataacgccaa
cgtattactg
tgattaacga
gcttatcgat
ccgaggacgt
gccacgagtt
ccaagctgaa
agttccagta
agetgtectt
tggtgaccgt
tgcgcagecac
aggecteocac
ggctgaagct
agaagceegt
acaacgagga

gcgecggect

ggggtctctg
ctggtteege
catcacctat
gaagacgctg
tgcgggtagt
ttggggecag
accgtcgacg
catcaaggag
cgagatcgag
ggtgaccaag
cggcteccaag
ccecgagygge
gacccaggac
caacttcccce
cgageggatg
gaaggacggc
gcagctgece
ctacaccatce

gtacaagtaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
9S00
960
1020
1080

1140



10

<210> 24
<211>702
<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> mRFPmars

<400> 24

atggcatcat
tcagttaacg
acacaaacag
ctittcaccac
gattatctta
gatggtagtg
aaagttaaat
atgggttggg
attaaaatga
tafaaagcta
attatttcac

cattcaacag

cagaagatgt
gtcatgaatt
caaaattaaa
aatttcaata
aactttcatt
ttgtaacagt
taagaggtac
aagcatcaac
gattaazact
aaaaaééagt
ataatgaaga

gtgcaggatc

ES 2 542 337 T3

tattaaagaa
tgaaattgaa
agttacaaaa
tggtagtaaa
tccagaaggt
tactcaagat
caatittcca
agaaagaatyg

taaggatggt

ntcaaffaéﬁé

ttatactatt

ccatcatcac

tttatgagat
ggtgaaggtg
ggtggtccat
gcatatgtta
tttaaatggg
tcaacattac
tcagatggtc
tatccagaag
ggtcattatg
ggtgcitﬁfa'
gttgaacaat

caccatcatt

59

tcaaagttaa
aaggtagacc
taccatttge
aacatccagc
aaagaattat
aagatggtga
cagtaatgca
atggtgcact
atgcagaagt
aaacagatat
atgaaagagc

aa

aatggaaggt
atatgaaggt
atgggatatt
agatattcca
gaattttgaa
atttatttat
aaaaaaaact
aaaaggtgaa
taaaacaact
taaattaéaf

agaaggtaga

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
702



10

<210> 25
<211> 711
<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> mCherry

<400> 25

atggtgagca
gtgcacatgg
cgccectacg
ttcgeccotgag
cccgeocgaca
gtgatgaact
ggcgagttca
atgcagaaga
gccctgaagg
gaggtcaaga
aacatcaagt

egcgecgagg

aggygcgagga
agggctcecgt
agggcaccca
acatcctgte
tccecegacta
tcgaggacgg
tctacaaggt
agaccatggg
gcgagatcaa
ccacctacaa
tggacatcac

gecgceecacte

ES 2 542 337 T3

ggataacatg
gaacggccac
gaccgccaag
cccteagtte
cttgaagctg
cggegtggtyg
gaagctgcge
¢tgggaggec
gcagaggcetg
ggccaagaag
cteccacaac

caccggegge

gccatcatca
gagttcgaga
ctgaaggtga
atgtacggct
tccttecceg
accgtgaccc
ggcaccaact
tcctcoccgage
aagctgaagg
cccgtgeage
gaggactaca

atggacgage

60

aggagitcat
tcgagggega
ccaagggtgg
ccaaggccta
agggcttcaa
aggactecte
tcccectecega
ggatgtaccc
acggeggceca
tgeceggege
ccategtgga

tgtacaagta

gcgcttcaag
gggcgaggge
ccecctgeocc
cgtgaagcac
gtgggagegce
cctgcaggac
cggceccgta
cgaggacgac
ctacgacgct
ctacaacgtc
acagtacgaa

a

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660

711



ES 2 542 337 T3

10

61

<210> 26

<211> 681

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> MRaspberry

<400> 26

atggtgagcea agggcgagga ggtcatcaayg gagttcatge gettcaaggt gogcatggag 60
ggctcegtga acggecacga gttcogagatc gagggegagg gogagggecg cceccctacgag 120
ggcacccaga ccgocaaget gaaggtgacc aagggtggcc cecctgecctt cgectgggac 180
atcctgtcec ctcagtgcat gtacggctcc aagggctacg tgaagcacee cgccgacatc 240
cccgactact tgaagetgtc cttecccgag ggettcaagt gggagegegt gatgaactte 300
gaggacgacyg gcgtggtgac cgtgacccag gactcctece tgcaggacgg cgagttceate 360
tacaaggtga agctgcgecgg caccaacttc ccctccgacg gocecgtaat gcagaagaag 420
accatggget gggaggccte ctocgagegg atgtaccccg aggacggcgc cctgaagggc 480
gagatgaaga tgaggctgaa gctgaaggac ggcggccact acgacgccga ggtcaagacc 540
acctacatgyg ccaagaagce cgtgcagcltg cceggegect acaagaccga catcaagcetg 600
gacatcacet cccacaacga ggactacacc ategiggaac agtacgageg cgcegagggc 660
cgecacteeca cocggegecta a 681



10

<210> 27
<211> 681
<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> mPlum

<400> 27

atggtgagca
ggctcecgtga
ggcacccaga
atcctgtece
cccgactact
gaggacggcdg
tacaaggtga
accatgggcet
gagatgaaga
acctacatgg
gacatcacct

cgccactecea

agggcgagga
acggcecacga
cegecagget
ctcagatcat
tgaagctgtc
gegiggtgac
aggtgcgegg
gggaggcctc
tgaggctgag
ccaagaagec
cccacaacga

ccggegecta

ES 2 542 337 T3

ggtcatcaag
gttcgagatc
gaaggtgacc
gtacggectce
ctteccecgag
cgtgacccag
caccaacttc
ctccgagoegg
gctgaaggac
cgtgcagcectyg
ggactacacc

a

gagttcatge
gagggcgagg
aagggtggcee
aaggectacyg
ggcttcaagt
gactcctece
ccctecgacy
atgtaccceyg
ggcggecact
cceggegect

atcgtggaac

62

gcttcaagga
gcgagyggecy
ccctgeectt
tgaagcacce
gggagcgegt
tgcaggacgyg
gcececgtaat
aggacggegce
acgacgccga
acaagaccga

agtacgagcg

gcacatggag
cccctacgag
cgcetaggac
cgccgacatce
gatgaacttce
cgagticatc
gcagaagaag
cctgaaggge
ggtcaagacc
catcaagctg

cgccgagggc

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
681



10

15

20

25

<210> 28
<211> 117

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>

<223> dominio variable genérico

<220>

<221> misc_feature
<222> (29)..(37)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<220>

<221> misc_feature
<222> (52)..(68)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<220>

<221> misc_feature
<222> (101)..(106)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<400> 28

Met

1

Gly

Xaa

Trp

Xaa

65

Val

Tyr

Val

Ala Asp Val

Gly Ser Leu

Xaa

Val

50

Xaa

Tyr

Ser

Thr

Xaa

Ala

Xaa

Leu

Asn

val
115%

20

Xaa

Xaa

Xaa

Gln

Val

100

Ser

Gln

Arg

Xaa

Xaa

arg

Met

85

Xaa

Ser

ES 2 542 337 T3

Leu

Leu

Trp

Xaa

Phe

70

Asn

Xaa

Val

Ser

Tyr

Xaa

55

Thr

Ser

Xaa

Glu

Cys

Arg

Xaa

Ile

Leu

Xaa

63

Ser

Ala

25

Gln

Xaa

Ser

Lys

Xaa
105

Gly

Ala

Ala

Xaa

Arg

Pro

Xaa

Gly

Ser

Pro

Xaa

Asp

75

Glu

Trp

Ala

Gly

Gly

Xaa

Asp

Asp

Gly

Leu

Xaa

Lys

45

Xaa

Ala

Thr

Gln

Val

Xaa

Glu

Xaa

Arg

Ala

Gly
110

Gln

Xaa

Arg

Xaa

Asn

Val
95

Pro

Xaa

Glu

Xaa

Thr

80

Tyr

Gln



ES 2 542 337 T3

<210> 29

<211> 351

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> dominio variable genérico, una secuencia codificante de SEQ ID NO: 28

<220>

<221> misc_feature
<222> (85)..(111)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222> (154)..(204)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222> (301)..(318)
<223>nesa,c,got

25

64

<400> 29
atggccgatyg tgeagetggt ggagtcotggg ggagecttgg tgcageeggg ggggtotetg 60
agactctccect gtgecagecte tggannnnnn nnnnnnnnnn GONODLRANNNAN htggtaccgc 120
caggctccag ggaaggaged cgagtgggic gognnnnnnnh nnnnnnnnhiin RANNNNnNnNnn 180
oNNNNNNANNN ANNNNonnn nnnnegatte accatcteca gagacgacge caggaatacg 240
gtgtatctgc aaatgaacag cctgaaacct gaggacacgg ccgtgtatta ctecgaatgtce 300
nnnannnnnn nnnnnnnntg gggcecagggg acecaggtca ccgtctecte a 351



ES 2 542 337 T3

65

<210> 30
<211> 117
<212> PRT
<213> secuencia artificial
<220>
<223> fragmento VHH de cromocuerpo fluorescente contra GFP (mutante C92S)
<400> 30
Met Ala Asp Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Ala Leu Val Gln Pro
1 5 10 15
Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Pro Val Asn
20 .25 30
Arg Tyr Ser Met Arg Trp Tyr Arg Gln Ala Pro Gly Lys Glu Arg Glu
35 40 45
Trp Val Ala Gly Met Ser Ser Ala Gly Asp Arg Ser Ser Tyr Glu Asp
50 55 60
Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asp Ala Arg Asn Thr
65 70 75 80
Val Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala Val Tyr
85 20 g5
Tyr Ser Asn Val Asn Val Gly Phe Glu Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Gin
100 105 110
Val Thr Val Ser Ser
115
<210> 31
<211> 351
<212> ADN
<213> secuencia artificial
<220>
<223> secuencia que codifica fragmento VHH de cromocuerpo fluorescente de SEQ ID NO: 30
<400> 31
atggeccgatg tgcagetggt ggagtctggy ggageccttgg tgcagecggg ggggtctctg 60
agactctcct gtgcagectc tggattcceoce gtcaatecget atagtatgag gtggtacege 120
caggctccag ggaaggagcg cgagtgggtce goegagtatga gtagtgctggltgatcgttca 180
agttatgaag actccgtgaa gggccgattc accatctcca gagacgacgc caggaatacy 240
gtgtatctge aaatgaacag cctgaaacct gaggacacgg cegtgtatta ctcgaatgte 300
aatgtggget ttgagtactyg gggccagggyg acccaggtca cegtctecte a 351
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<210> 32

<211> 368

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cromocuerpo anti-GFP (mutante C92S)

<400> 32

Met Ala Asp Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Ala Leu Val Gln Pro
1 5 10 15

Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Pro Val Asn

Arg Tyr Ser Met Arg Trp Tyr Arg Glm Ala Pro Gly Lys Glu Arg Glu
35 40 45

Trp Val Rla Gly Met Ser Ser Ala Gly Asp Arg Ser Ser Tyr Glu Asp
50 55 60

Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asp Ala Arg Asn Thr
65 70 75 80

Val Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala Val Tyr
85 80 95

Tyr Ser Asn Val Asn Val Gly Phe Glu Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Gln
100 105 110

Val Thr Val Ser Ser Arg Asn Ser Ile Ser Ser Leu Ser Ile Pro Ser
115 120 125

Thr Val Pro Arg Ala Arg Asp Pro Pro Val Asp Met Ala Ser Ser Glu
130 135 140

Asp Val Ile Lys Glu Phe Met Arg Phe Lys Val Arg Met Glu Gly Ser
145 150 155 160

Val Asn Gly His Glu Phe Glu Ile Glu Gly Glu Gly Glu Gly Arg Pro
165 170 175

Tyr Glu Gly Thr Gln Thr Ala Lys Leu Lys Val Thr Lys Gly Gly Pro
180 185 190

Leu Pro Phe Rla Trp Asp Ile Leu Ser Pro Gln Phe Gln Tyr Gly Ser
195 200 205

Lys Ala Tyr Val Lys His Pro Ala Asp Ile Pro Asp Tyr Leu Lys Leu
210 215 220
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Phe
230

Lys

Val Thr

245

Tyr Lys

260

Met
275

Gln

Pro Glu

290

Lys
305

Met

Lys

Tyr

<210> 33
<211> 1107
<212> ADN

Leu

Ala

Leu

Glu

Lys Asp

Lys Lys

Val

Lys

Asp

Gly

Pro

Lys Leu

Lys Thr

Gly Ala
295

Gly His

310

Val Gln

325

Ile
340

Asp

Arg Ala

355

<213> secuencia artificial

<220>

Thr

Glu

Ser His

Gly Arg

Trp Glu

Gln Asp

Arg

Ser

Val
235

Met

Ser Leuy

250

Gly
265

Arg

Met
280

Gly
Leu Lys
Tyr

Asp

Leu Pro

Thr

Trp

Gly

Ala

Gly

Asn Phe

Glu Ala

Asn

Gln

Pro

Ser

Phe Glu

Asp Gly

25%

Ser
270

Asp

Thr Glu

285

Glu Ile

300

Glu Val

315

Ala Tyr

330

Glu
345

Asn

His Ser

360

Asp

Thr

Tyr Thr

Gly Ala

Lys

Lys

Lys

Ile

Gly

Met Arg

Thr Thr

Thr Asp

335

val Glu

350

Leu Tyr

365

<223> secuencia que codifica el cromocuerpo anti-GFP (mutante C92S)

<400> 33

atggccgatg
agactctect
caggctccag
agttatgaag
gtgtatctgce
aatgtgggct
atatcaagct
gcctectecg

gtgaacggee

tgcagctgat
gtgcagecte
ggaaggagcg
actcegtgaa
aaatgaacag
ttgagtactg
tatcgatacc
aggacgtcat

acgagttcga

ggagtctggg
tggattccec
cgagtggqgtc
gggccegattc
cctgaaacct
gggccaggyg
gtcgacggta
caaggagttc

gatcgaggge

ggagccttgg
gtcaatcgct
gcgggtatga
accatcteca
gaggacacgyg
acccaggtca
ccgegggecc

atgcgcttca

gagggcgagg

67

tgcagccaqgy
atagtatgag
gtagtgctgg
gagacgacgc
ccgtgtatta
ccgtctcecte
gggatccacc
aggtgcgcat

gccgoceocta

ggggtctctg
gtggtaccgce
tgatcgttca
caqgaatacg
ctcgaatgte
aaggaattcg
ggtcgacatg
dgagggetece

cgagggeace

Asp
240

Glu

Gly

Arg

Leu

Tyr
320

Ile

Gln

Lys

60
120
180
240
300
360
420
480

540
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cagaccgcca agctgaaggt gaccaagggc ggccccctge ccttecgoctg ggacatccetg 600
teccctcagt tccagtacgg ctecaaggec tacgtgaagc accccgccga catccccgac 660
tacttgaage tgtceccttocce cgagggetic aagtgggagc gegtgatgaa cttcegaggac 720

ggcggcgtgg tgaccgtgac ccaggactcc tccctgcagg acggcgagtt catctacaag 780
gtgaagctgc gogacaccaa cttcccctcc gacggcoceccg taatgcagaa gaagaccatg 840
ggctgggagyg cctccaccga geoggatgtac ccocgaggacg gegecctgaa gggegagate 900
aagatgagge t{gaagctgaa ggacyggegge cactacgacqg ccgaggtcaa gaccacctac 960
atggccaaga agcccgtgca geotgoccgge goctacaaga ccgacatcaa getggacatc 1020
accteccaca acgaggacta caccatcgtg gaacagtacg agegegccga gggccgecac 1080

tccaccggeg ccggecctgta caagtaa 1107
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REIVINDICACIONES

1. Un método para detectar la presencia, cantidad o localizacion subcelular de una estructura antigénica de interés
en una célula viva, que comprende las etapas de:

(@)

(i) expresar una proteina de fusion dirigida a la estructura antigénica de interés en dicha célula o
(i) introducir una proteina de fusion dirigida a la estructura antigénica de interés y acoplada a un (poli)péptido
capaz de transducirse en dicha célula;

en el que dicha proteina de fusidn comprende una primera secuencia (poli)peptidica que comprende la region
variable de un anticuerpo de cadena pesada de Camelidae y una segunda secuencia (poli)peptidica, que es un
(poli)péptido detectable, preferentemente de una proteina fluorescente o croméfora, en la que dicha

1. primera secuencia (poli)peptidica esta codificada por la secuencia de acido nucleico SEQ ID NO: 2 o
codificada por una secuencia de acido nucleico con al menos 70% de identidad de secuencia con la misma; y
2. segunda secuencia (poli)peptidica es una proteina detectable; preferentemente

a. la proteina verde fluorescente de Aequorea victoria codificada por la secuencia de acido nucleico SEQ
ID NO: 7, o un mutante o fragmento fluorescente de la misma;

b. la proteina roja fluorescente de Discosoma (DsRed) codificada por la secuencia de acido nucleico SEQ
ID NO: 9, o un mutante o fragmento fluorescente de la misma; o

c. un homologo funcional de (a) o (b) con al menos 80% de identidad de secuencia que conserva la
actividad fluorescente de la proteina fluorescente;

(b) revelar la presencia, cantidad o localizaciéon subcelular de dicha estructura antigénica de interés, si la hubiera,
en dicha célula por medio de dicha proteina detectable:

en el que dicha primera secuencia (poli)peptidica esta localizada en posicion N-terminal de dicha segunda secuencia
(poli)peptidica, estando dichas secuencias opcionalmente separadas por un enlazador de al menos un resto de un
aminoacido, en el que dicho método no es un método de diagndstico practicado en el cuerpo humano o animal.

2. El método de la reivindicacion 1 en el que la etapa (b) comprende

(a) exponer la célula a luz correspondiente a la longitud de onda de excitacion de la proteina de fusion;
(b) detectar la energia emitida por la célula y/o detectar la distribucion subcelular de la energia emitida;
(c) comparar la energia detectada en la etapa (b) con:

i. la energia detectada en una célula de referencia que contiene una cantidad de referencia de dicha
estructura antigénica de interés; o expresa una proteina de fusidon de referencia para la que no se expresa
ningun compariero de fusion en la célula; o

ii. un control de datos;

(d) sacar conclusiones a partir de una energia diferente sobre el estado de salud de un individuo o evaluar la
presencia de la estructura antigénica de interés; en el que una mayor energia detectada en la etapa (b) en
comparacion con la de la etapa (c) es indicativa de la presencia de dicho antigeno; y/o sacar conclusiones a
partir de la cantidad y distribucion subcelular de la energia emitida con respecto a la cantidad o localizacion
subcelular de la estructura antigénica de interés.

3. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 o0 2, en el que la célula es una célula obtenida de un individuo.

4. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que dicha célula es una célula dentro de un
organismo eucariota vivo.

5. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que dicha estructura antigénica se selecciona de entre
proteina, modificacion proteica, cofactor, compuesto molecular pequefio, ADN y ARN.

6. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que dicho (poli)péptido capaz de transducirse se
selecciona del grupo de (poli)péptidos basicos que comprenden péptido TAT, poliarginina y polilisina.

7. El método de la reivindicacion 1, en el que la secuencia de
(a) CDR1 consiste en los restos mostrados en SEQ ID NO: 3;

(b) CDR2 consiste en los restos mostrados en SEQ ID NO: 4; y
(c) CDRS3 consiste en los restos mostrados en SEQ ID NO: 5.
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8. El método de la reivindicacion 1 o 7, en el que dicha primera secuencia (poli)peptidica de dicha proteina de fusion
o el (poli)péptido que comprende la regiéon variable de un anticuerpo de cadena pesada de Camelidae tiene
cualquier secuencia de SEQ ID NO: 10, 30, 12 o 14 o esta codificada por SEQ ID NO: 11, 31, 13 0 15.

9. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1, 7 u 8, en el que dicha segunda secuencia (poli)peptidica de
dicha proteina de fusion comprende los restos 1 a 239 de SEQ ID NO: 6 0 1 a 226 de SEQ ID NO: 8 o un mutante o
fragmento fluorescente de la misma.

10. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 o 7 a 9, en el que dicho mutante de la proteina roja
fluorescente es mMRFP1 como se muestra en SEQ ID NO: 17 o una proteina o (poli)péptido codificado por cualquier
secuencia de SEQSEQ ID NO 17y 24 a 27.

11. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 o 7 a 10, en el que dicha proteina de fusidon comprende
una secuencia de direccion seleccionada del grupo que consiste en sefal de localizacién nuclear (NLS), secuencia
de importacién a reticulo endoplasmico, secuencia de importacién mitocondrial.

12. El método de la reivindicacion 1, en el que dicha proteina de fusion tiene una secuencia de una cualquiera de

SEQSEQ ID NO: 18, 32, 20 o 22 o esta codificada por una molécula de acido nucleico que comprende cualquier
secuencia de SEQSEQSEQ ID NO: 19, 33, 21 0 23.
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Figura 1
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Figura 2
< marco 1 > < HI1/CDR1l > < marco2 > < CDR2 >
......... 110, eeaa 200000 ut30, 000 v e 0L L1500, ... 160.

QVQLVESGGALVQPGGSLRLSCAASG WYRQAPGKEREWVA [GMSSAGDRSSYEDSVEG]
QVQLQESGGGLVOAGGSLRLSCAASG WFRQVPGKEREFVA [ATRWSGKETWYKDSVKG]
QVQLQESGGGLVQAGESLKLSCAASG WYRQAPGKQRELVA [TINSRGI-TNYADFVKG|
DVQLQESGGGLVQAGGSLRLSCAASG WFRQAPGKERESVA [ATNWDSARTY YASSVRG]
DVQLQASGGGSVQAGGSLRLSCAASG WFRQAPGKEREGVA [AINMGGGITY YADSVKG]
EVQLQASGGGSVQAGGSLRLSCAASG WFRQAPKGECELVA [STIG-DDNRNYADSVKG ]
QVQLVESGGGTVPAGGSLRLSCAASG WYRRAPGKGRDFVS [GIDN-DGTITTYVDSVAG)

phhy ARE, w e wegedadds b, ke, geda, s 4 g L oa gL
< marco 3 > < CDR3 >

P L 1 - | o e 1 I o P I 1 1 1 A B X1
RFTTSRDDARNTVYLOMNSLKPEDTAVYYCNV [N-----voo-oooooooon VGFEY | WGQGTQUTVSS
RFT1SRDNAKTTVYLQMNSLKGEDTAVYYCAA [RP-VRVADISL-—-—v - PVGFDY | WGQGTQVTVSS
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72



ES 2 542 337 T3

Figura 3
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Figura 4
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Figura 5
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Figura 6 _ -
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Figura 7
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Figura 8
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Figura 9
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Figura 10
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Figura 11
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Figura 12
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Figura 13
(a) (b) (c) (d)

GFP-PCNA agente de unién de GFP (Cy3) DAPI fusion
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