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DESCRIPCIÓN  
 
Producción de formatos de anticuerpos y aplicaciones inmunológicas de estos formatos. 
 
Sector de la técnica 5 
 
La invención se refiere a la producción de formatos de anticuerpos y a sus aplicaciones inmunológicas, más 
particularmente en inmunoterapia y en inmunodiagnóstico. 
 
Estado de la técnica 10 
 
Recordamos que las moléculas de los anticuerpos son las inmunoglobulinas (Ig), que pertenecen a 5 clases: IgM, 
IgG, IgD, IgE e IgA. De forma general, estas moléculas comprenden una cadena pesada (H) y una cadena ligera (L) 
que es bien la cadena kappa (), o bien la cadena lambda (). 
 15 
Cada clase de inmunoglobulinas comprende un tipo propio de de cadena H: cadena μ para la IgM,  para la IgG, δ 
para la IgD, ε para IgE y α para la IgA. 
 
Cada cadena está formada por dominios, en los que cada uno posee un puente de disulfuro interno. Una cadena L 
posee dos dominios y una cadena H, 4 dominios. La secuencia de dominio que comprende el extremo amino de 20 
cada cadena es variable (regiones VH y VL), la de los otros dominios es constante (CH1, CH2 y CH3 de la cadena 
H, y CL de la cadena L). 
 
Las regiones variables V comprenden regiones de secuencias hipervariables denominadas CDR que en conjunto 
determinan la complementariedad. 25 
 
En las cadenas H, los dos primeros dominios (VH-CH1) están seguidos por una región de bisagra. En una 
inmunoglobulina, la cadena L está unida a la cadena H por un puente de disulfuro para formar un heterodímero. Este 
heterodímero está unido al mismo heterodímero a través de varios puentes de disulfuro a nivel de la región de 
bisagra para formar la inmunoglobulina. Mediante una escisión con la ayuda de una proteasa a nivel de la bisagra se 30 
obtienen dos fragmentos: el fragmento Fab (dominio de fijación del antígeno, compuesto por los dominios VL-CL y 
VH-CH1) y el fragmento Fc (dominio efector, compuesto por los dominios (CH2-CH3)2). 
 
La solicitud US 2002/0155604 describe un método de activación de un linfocito que utiliza particularmente un 
anticuerpo. 35 
 
La publicación de Müller et al. (PEBs Lett. del 30 de enero de 1998; 422 (2): 259 - 64) describe mini-anticuerpos 
biespecíficos. 
 
La solicitud WO 2004/058820 describe formatos de anticuerpos que comprenden un dominio variable único y un 40 
grupo efector. 
 
La solicitud EP 1 433 793 divulga métodos de construcción de bancos de anticuerpos de camélidos. 
 
Finalmente, la solicitud WO 02/085945 describe un método de producción de un VHH en un mamífero. 45 
 
Objeto de la invención 
 
La invención concierne más especialmente a los fragmentos de anticuerpo y a los diferentes formatos de 
anticuerpos elaborados a partir de estos fragmentos, en particular a los formatos de anticuerpos quimerizados o 50 
humanizados, multiespecíficos y/o multivalentes. 
 
Los « formatos de anticuerpos » tales como los contemplados por la invención corresponden a diferentes 
combinaciones de los dominios y las regiones de los tipos mencionados anteriormente. 
 55 
Por « anticuerpo quimerizado », se entiende un dominio VH de origen animal fusionado con las regiones constantes 
de una inmunoglobulina humana. 
 
Por « anticuerpo humanizado », se entiende un dominio VH humano sobre el cual se han injertado las regiones 
hipervariables (CDRs) de un VH de origen animal, fusionado con las regiones constantes de una Ig humana. 60 
 
Estos anticuerpos reconocen los epítopos objetivo correspondientes a una molécula dada. Estos epítopos pueden 
ser diferentes y pertenecer a objetivos diferentes o al mismo objetivo. Así, « anticuerpo biespecífico » designa un 
formato que posee dos VH diferentes que unen dos objetivos diferentes; « anticuerpo biepitópico » corresponde a un 
formato que posee dos VH diferentes que unen dos epítopos diferentes en el mismo objetivo. 65 
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La « valencia » corresponde al número de veces en las que se encuentra el mismo VH en el fragmento considerado. 
 
La especificidad de reconocimiento de los anticuerpos para alcanzar un objetivo determinado ha sido explotada para 
el diagnóstico y la terapia de diferentes patologías, y muy particularmente en el caso de la oncología, en la que el 
objetivo puede ser un antígeno asociado a los tumores, un receptor del factor de crecimiento, un producto de un 5 
oncogén o de un gen "supresor tumoral" mutado, incluso una molécula relacionada con la angiogénesis o una 
molécula expresada igualmente en las células no tumorales, pero ausente en las células progenitoras (como en el 
caso de CD20). 
 
Después de más de 20 años de trabajos experimentales, la inmunoidentificación de tumores por parte de 10 
anticuerpos monoclonales conoce actualmente un importante desarrollo. 
 
Así, los resultados de diferentes estudios clínicos han demostrado recientemente las posibilidades terapéuticas de 
ciertos anticuerpos y han dado lugar a su aprobación por parte de la FDA y a la obtención de la AMM europea. 
 15 
Esta progresión se debe, con mucho, a la utilización de anticuerpos recombinantes denominados de «segunda 
generación»: 
 
- anticuerpos humanizados, como la Herceptina, un anticuerpo anti-HER2/Neu utilizado en asociación con la 

quimioterapia en ciertos carcinomas de mama, 20 
- anticuerpos quiméricos como el Rituximab, un anticuerpo anti-CD20 utilizado en el tratamiento de linfomas B 

foliculares. 
 
Gracias a la ingeniería genética, es posible, en efecto, «injertar» las regiones variables o hipervariables de un 
anticuerpo de ratón en moléculas de Ig humanas. 25 
 
Unas nuevas técnicas permiten obtener, no obstante, anticuerpos completamente humanos bien mediante la 
selección de los dominios variables humanos expresados en fagos (técnica denominada de «Phage display»), o bien 
mediante la utilización de ratones transgénicos que producen los anticuerpos humanos. 
 30 
Por otro lado, para estimular el sistema inmunitario y favorecer así el contacto entre la célula objetivo tumoral y una 
célula efectora, se ha utilizado el concepto de anticuerpos biespecíficos. Se trata por tanto de construir un anticuerpo 
dotado de una doble especificidad: este anticuerpo debe ser capaz de fijar una molécula producida en la superficie 
de las células tumorales (tales como CEA, HER2/Neu, G02 ...) y una molécula expresada en la superficie de las 
células efectoras de la inmunidad, de células NK, de linfocitos T citotóxicos o CTL, polinucleares neutrófilos, 35 
monocitos y macrófagos (tales como los receptores Fc...). Una variante de esta estrategia consiste en construir un 
anticuerpo que une una molécula producida en la superficie de la célula tumoral y una molécula que presenta unas 
propiedades directas o indirectas de citotoxicidad (radio-elemento, toxina, profármaco). 
 
Hasta ahora, la mayoría de los anticuerpos biespecíficos eran desarrollados mediante el acoplamiento de 2 40 
fragmentos de anticuerpos por vía bioquímica. Esta técnica es no obstante raramente desarrollada a escala 
industrial. Algunos anticuerpos biespecíficos han sido desarrollados por vía genética, tales como los anticuerpos 
biespecíficos de tipo scFv (« diabodies »). Pero siguen siendo difíciles de producir en E. coli en una forma soluble y 
además son muy poco eficaces en términos de ADCC. 
 45 
En el marco de la investigación de anticuerpos candidatos para generar formatos de anticuerpos para inmunoterapia 
y de disponer particularmente de anticuerpos multiespecíficos, los inventores han orientado su trabajo hacia unos 
anticuerpos particulares desprovistos de cadena ligera, identificados en los camélidos (camello, dromedario, lama) 
(Hamers-Casterman y al., 1993). 
 50 
Se han seleccionado dominios variables de anticuerpos simples de cadena pesada de los camélidos (VHH) que 
reconocen específicamente un tipo de antígeno, a partir de animales inmunizados, y han permitido la concepción de 
diversos formatos de anticuerpos quimerizados o humanizados que pueden ser producidos a partir de constructos 
plasmídicos. Se ha comprobado que los diferentes formatos eran compatibles para permitir la producción de 
cualquier otro VHH o VHH humanizado, o VH humano. 55 
 
La invención tiene por objeto proporcionar formatos de anticuerpos que comprenden una parte o la totalidad de los 
dominios VHH o VHH humanizados, que tienen las propiedades de reconocimiento de los objetivos y de los epítopos 
buscados. 
 60 
Igualmente tiene por objeto proporcionar un procedimiento de producción de estos diferentes constructos. 
 
Según otro aspecto más, la invención contempla las aplicaciones inmunoterapéuticas e inmunodiagnósticas de los 
diferentes formatos hechos accesibles. 
 65 
La invención tiene por tanto por objeto los formatos de anticuerpos tales como los definidos en la reivindicación 1. 
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Según la invención, los formatos de anticuerpos son de tipo Fab y están caracterizados por la asociación de dos 
dominios VHH diferentes o de dos dominios VH humanos sobre los cuales se han insertado las CDRs de los VHH, 
donde uno de los dominios está fusionado a la región constante C o C de una inmunoglobulina humana, y el otro a 
la región constante CH1 de una inmunoglobulina humana. 5 
 
Estos formatos de anticuerpos quimerizados o humanizados son de tipo biespecífico / monovalente y biepitópico / 
monovalente. 
 
En estos diferentes formatos, la inmunoglobulina es una IgG, correspondiente a una isoforma IgG1, lgG2, lgG3 o 10 
lgG4 humana, o una IgA humana correspondiente a una isoforma IgA1, lgA2, o cualquier otra Ig humana. 
 
Los VHH pueden ser sustituidos por VHH humanizados mediante el injerto de CDRs de VHH en VH humanos. 
 
En los ejemplos de los modos de realización de la invención que siguen, los VHH se corresponden o comprenden 15 
fragmentos de anticuerpos VHH de camélidos, particularmente de lamas. Se trata en particular de fragmentos 
caracterizados porque se trata en parte o en la totalidad de fragmentos anti-antígeno carcinoembrionario (abreviado 
anti-CEA) o anti-receptor FcRIII (abreviado anti-CD16). 
 
Los fragmentos de anticuerpo anti-CEA responden más particularmente a una secuencia de aminoácidos elegida de 20 
entre el grupo que comprende las secuencias SEC ID Nº 77, SEC ID Nº 78, SEC ID Nº 79, SEC ID Nº 80 y SEC ID 
Nº 105. 
 
Los fragmentos de anticuerpo anti-CD 16 responden de forma preferida a una secuencia de aminoácidos elegida de 
entre el grupo que comprende las secuencias SEC ID Nº 73, SEC ID Nº 74, SEC ID Nº 75, SEC ID Nº 76, SEC ID Nº 25 
103 y SEC ID Nº 104. 
 
Estos fragmentos constituyen productos novedosos y como tales entran igualmente en el campo de la invención. 
 
La invención contempla también las CDRs de estos fragmentos de VHH. 30 
 
La invención contempla igualmente un procedimiento de producción de anticuerpos quimerizados o humanizados, 
multiespecíficos y/o multivalentes para inmunoterapia o inmunodiagnóstico, caracterizado porque comprende la 
utilización de los formatos de anticuerpos definidos anteriormente, con la exclusión de la inmunización de seres 
humanos. 35 
 
Más especialmente, se trata de los dominios variables de VHH anti-CEA y anti-CD16 ventajosamente producidos 
según un protocolo que comprende  
 
- la inmunización de camélidos, particularmente de lamas con, como inmunógeno, un CEA o un CD16,  40 
- la purificación de los linfocitos B recuperados a partir de la sangre,  
- la construcción del banco de VHH, y  
- el aislamiento de los VHH a partir del banco. 
 
La construcción del banco comprende  45 
 
- la extracción de los ARN totales de los linfocitos B,  
- la transcripción inversa de los ARN para obtener los correspondientes ADNc,  
- la amplificación mediante una PCR de los genes que codifican para las regiones variables de los anticuerpos 

simples de cadena pesada anti-CD16 y anti-CEA,  50 
- la ligación de los fragmentos de ADN de los VHH obtenidos mediante la ruptura, con enzimas, de los ADN 

amplificados, con un fagémido. 
 
Los VHH se aíslan a partir de los bancos mediante la técnica de phage display y se purifican. 
 55 
Dichos dominios variables de VHH anti-CEA y anti-CD16 son ventajosamente producidos según un protocolo que 
comprende  
 
- la inmunización de camélidos, particularmente de lamas con, como inmunógeno, un CEA o un CD16,  
- la purificación de los linfocitos B récupérés a partir de sang,  60 
- la construcción de un banco de VHH, y  
- el aislamiento de los VHH a partir del banco. 
 
De forma ventajosa, la construcción del banco comprende  
 65 
- la extracción de los ARN totales de los linfocitos B,  
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- la transcripción inversa de los ARN para obtener los correspondientes ADNc,  
- la amplificación mediante una PCR de los genes que codifican para las regiones variables de los anticuerpos 

simple de cadena pesada anti-CD16 y anti-CEA,  
- la ligación de los fragmentos de ADN VHH, mediante la ruptura, con enzimas, de los ADN amplificados, con un 

fagémido. 5 
 
Los VHH se aíslan a partir de los bancos mediante la técnica de phage display y se purifican. 
 
Los diferentes VHH han sido validados en términos de especificidad y de afinidad, como se ilustra mediante los 
ejemplos. 10 
 
Según la invención, los genes de los VHH seleccionados se introducen a continuación en vectores de expresión, 
particularmente en plásmidos, para la producción de los diferentes formatos de anticuerpos quimerizados 
multiespecíficos y/o multivalentes (anti-CEA / anti-CD16), capaces de unirse a las células tumorales que expresan el 
CEA en su superficie y de reclutar a las células efectoras del sistema inmunitario (monocitos, macrófagos, NK, 15 
polinucleares neutrófilos...) que expresan el CD 16. 
 
La invención contempla igualmente los vectores de expresión de los formatos de anticuerpos definidos 
anteriormente. 
 20 
Contempla más especialmente vectores de expresión, particularmente plásmidos, que contienen entre los sitios 
únicos de enzimas de restricción, los promotores, las secuencias de señalización, las secuencias nucleotídicas 
capaces de codificar para los dominios VHH definidos anteriormente, las regiones constantes de una Ig humana, o 
para dominios VH humanos, las regiones CDRs de un VHH, las regiones constantes de una Ig humana. 
 25 
Los plásmidos según la invención son capaces de expresar en cantidades elevadas los formatos de anticuerpos 
definidos anteriormente, en formas solubles en bacterias, y las regiones que codifican para los dominios de 
anticuerpo pueden ser fácilmente transferidas a otros sistemas de expresión procariotas o incluso eucariotas. 
 
La invención contempla así los plásmidos pCCH11-TAG (SEC ID Nº 98 y SEC ID Nº 112) y pCCH11 (SEC ID 30 
Nº 100 y SEC ID Nº 114) que permiten la producción de los anticuerpos de tipo Fab según el primer modo de 
realización de formatos de anticuerpos definido anteriormente. 
 
Estos plásmidos están caracterizados más especialmente por la inserción de las secuencias nucleotídicas que 
codifican para la región ligera C, y la región constante pesada CH1 de una Ig en el plásmido 35 
p55Flag/RBS/35cmyc6HisGS (SEC ID Nº 94 y SEC ID Nº 110). 
 
Los esquemas de estos plásmidos están ilustrados en la figura 10B y sus secuencias nucleotídicas en la figura 11. 
Los plásmidos intermediarios utilizados para la construcción de los plásmidos anteriores entran igualmente en el 
campo de la invención. Más especialmente, se trata de los plásmidos p55PhoA6HisGS/N- (SEC ID Nº 89), 40 
p55PhoA6HisGS/NAB- (SEC ID Nº 90), p55/MCS1 (SEC ID Nº 92), p55Flag/RBS/35 (SEC ID Nº 93 y SEC ID Nº 
109), p55Flag/RBS/35cmyc6HisGS (SEC ID Nº 94 y SEC ID Nº 110) y p55CFIag/RBS/35cmyc6HisGS (SEC ID 
Nº 97 y SEC ID Nº 111) construidos para el desarrollo de los plásmidos definidos anteriormente. 
 
Los dominios CH1, CH2, CH3, H de una Ig en estos plásmidos pertenecen a la IgG1, a la lgG2, lgG3 o a la lgG4, o 45 
incluso a la IgA, o a cualquier otra Ig. 
 
Los genes que codifican para los VHH son introducidos entre los sitios únicos de los diferentes plásmidos. Estos 
genes pueden ser sustituidos por genes que codifican para VHH humanizados mediante el injerto de las CDRs de 
VHH en VH humanos. 50 
 
De forma más general, los plásmidos utilizados según la invención pueden estar concebidos para contener 
secuencias nucleotídicas que codifican para otros VHH distintos a los VHH anti-CEA o anti-CD 16, o para otros VHH 
humanizados, capaces de fijarse a cualquier molécula. 
 55 
La invención contempla incluso el plásmido p55/PhoA6HisGS-NAB- (SEC ID Nº 91) caracterizado porque 
comprende las secuencias nucleotídicas para la producción de los dominios VH humanos fusionados a la fosfatasa 
alcalina según el esquema de las figuras 10A y 11. 
 
Se ha desarrollado un método para seleccionar los fragmentos variables humanos de cadenas pesadas de las 60 
inmunoglobulinas (VH) y aislar los clones de los mejores productos y los mejor secretados. 
 
De forma ventajosa, estos VH humanos sirven de matriz para injertar las CDR de los VHH seleccionados 
previamente, con el fin de humanizar las regiones variables. 
 65 
Los formatos de anticuerpos definidos anteriormente presentan un gran interés en inmunoterapia y para el 
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inmunodiagnóstico. En efecto, son capaces de reconocer diferentes moléculas o de unir dos epítopos diferentes en 
una misma molécula, y permiten además tener acceso a nuevos epítopos no reconocidos por los anticuerpos 
convencionales. Pueden ser fácilmente humanizados, lo que da unas perspectivas ventajosas, para disponer de un 
anticuerpo con una baja inmunogenicidad después de su inyección en un ser humano. Su obtención en una forma 
soluble constituye una característica adicional de interés para estos anticuerpos. Sus aplicaciones en 5 
inmunodiagnóstico y en inmunoterapia forman por lo tanto igualmente parte de la invención. 
 
Descripción de las figuras 
 
Otras características y ventajas de la invención se proporcionarán en los ejemplos que siguen, en los cuales se hace 10 
referencia a las figuras 1 a 13, que representan, respectivamente, 
 
- las figuras 1 y 2, las secuencias de aminoácidos (SEC ID Nº 73 a 76, 103 y 104) y de nucleótidos (SEC ID Nº 81 

a 84, 106 y 107) de 4 clones de VHH anti-CD16, y las secuencias de aminoácidos (SEC ID Nº 77 a 80 y 105) y 
de nucleótidos (SEC ID Nº 85 a 88 y 108) de 4 clones anti-CEA aislados según la invención, 15 

- las figuras 3 y 4, los resultados mediante FACS que muestran la especificidad de 8 VHH analizados, y de los 
anticuerpos biespecíficos correspondientes, 

- la figura 5, los resultados mediante FACS que muestran la accesibilidad a células de los anticuerpos 
biespecíficos, 

- la figura 6, los resultados de los ensayos de competición mediante ELISA entre 2 VHH anti-CD16 y los 20 
anticuerpo monoclonales anti-CD 16, 

- la figura 7, los perfiles de las competiciones en células mediante FACS de 2 VHH anti-CD16 y de los anticuerpos 
monoclonales anti-CD 16, 

- la figura 8, los resultados de la activación de CD16A por parte de 2 VHH anti-CD16, y por parte del anticuerpo 
biespecífico anti-CEA 17 / anti-CD16 c21 de tipo F(ab’)2, 25 

- la figura 9, los resultados de la lisis celular por parte de las células NK activadas por los anticuerpos 
biespecíficos,  

- las figuras 10A y 10B, los constructos de plásmidos según la invención,  
- la figura 11, las secuencias de plásmidos de la invención, 
- las figuras 12A y 12B, los formatos de anticuerpos de tipo Fab, Fab’, F(ab’)2, (HCH2CH3)2 y mAb*, 30 
- la figura 13, los geles de electroforesis de los fragmentos de anticuerpo de tipo Fab, Fab’ y F(ab’)2 en el 

transcurso de las diferentes etapas de su purificación. 
 
Descripción detallada de la invención 
 35 
Ejemplo 1: 
 
Inmunización de lamas, titulación de los sueros y purificación de los linfocitos B. 
 
Se ha inmunizado una lama hembra con la región extracelular del receptor FcRIIIB humano recombinante (CD16B) 40 
(descrito en la publicación: Teillaud C étal., 1993).REF 
 
Se ha inmunizado una lama macho con la región extracelular del antígeno carcinoembrionario humano recombinante 
(CEA) (descrito en la publicación: Terskikh y al., 1993, y en la patente: Terskikh A y al., 1993). 
 45 
Los animales se han inmunizado cada mes con 500 μg de cada uno de los inmunógenos. Se han recogido cien ml 
de sangre 15 días después de cada inmunización. Para cada una de las muestras recogidas se ha realizado una 
titulación de los sueros y de los anticuerpos purificados (IgG1, 2 y 3) para detectar la presencia de anticuerpos 
contra los diferentes inmunógenos. A continuación se han purificado los linfocitos B en un gradiente de Ficoll 
(histopaque-1077, Sigma-Aldrich), después se han lavado 2 veces con PBS. 50 
 
Construcción de los bancos de VHH: purificación de los ARN totales, transcripción inversa, PCR1, PCR 2 y 
clonación en el fagémido pHen1. 
 
Construcción de los bancos de VHH: 55 
 
Purificación de los ARN totales: 
 
Los ARN totales de los linfocitos B se extraen según un método que utiliza isotiocianato de guanidio (Chomczynski y 
Sacchi, 1987) REF. Después de unas extracciones con fenol / cloroformo en medio ácido, los ARN totales son 60 
precipitados con etanol. La calidad de los ARN y su cuantificación son evaluadas en gel de agarosa al 1 %. A 
continuación se convierten en ADNc mediante una transcripción inversa. 
 
Transcripción inversa y PCR: 
 65 
Secuencias SEC ID Nº 1 a 9 de los oligonucleótidos utilizados: 3’ CH2FORTA4 
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SEC ID Nº 1: CGCCATCAAGGTACCAGTTGA 3‘ CΗ2-2 
SEC ID Nº 2: GGTACGTGCTGTTGAACTGTTCC 3’ RC-lgG2 
SEC ID Nº 3: GGAGCTGGGGTCTTCGCTGTGGTGCG 3’ RC-lgG3 
SEC ID Nº 4: TGGTTGTGGTTTTGGTGTCTTGGGTT 5’ VH1-Sfi  5 
SEC ID Nº 5: 

 

 
5’ VH2-Sfi  
SEC ID Nº 6: 10 

 

 
 

5’ VH3-Sfi  
SEC ID Nº 7: 15 

 

 
 
5’ VH4-Sfi  
SEC ID Nº 8: 20 

 

 
 

3’ VHH-Not 
SEC ID Nº 9: CACGATTCTGCGGCCGCTGAGGAGAC(AG)GTGACCTGGGTCC 25 

 
Se hibridan cinco μg de ARN total con 1 pmol del oligonucleótido 3’ CH2FORTA4 (Arbabi Ghahroudi et al., 1997) 
REF o CH2-2 específico del dominio CH2 de las IgG simple de cadena pesada de lama retrotranscritas con 150 U 
de superscript Il (BRL) durante 30 min a 50 ºC. También pueden utilizarse los oligonucleótidos específicos de las 
regiones bisagra de las IgG 2 y 3, 3’ RC-lgG2 y 3’ RC-lgG3. Las hebras de ADNc simples se purifican con esferas 30 
(BioMagR Carboxil Terminator, Polyscience Inc) y se eluyen con 17 μΙ de Tris-acetato 10 mM a pH 7,8. 
 
Condiciones de la PCR1: 
 
Se amplifican cuatro μΙ de ADNc mediante una PCR con 0,5 U de polimerasa Dynazyme Extend DNA (Finnzymes), 35 
10 pmol del mismo cebador 3’ CH2FORTA4 o CH2-2 y 10 pmol de los 4 cebadores 5VH1-4 Sfi específicos del 
dominio VH de las IgG humanas, en un volumen de 50 μΙ (a 94 ºC, 3 min; a 94 ºC, 1 min; a 60 ºC, 1 min; a 72 ºC, 1 
min; 37 ciclos, después a 72 ºC, 10 min). 
 
Se amplifican tres fragmentos de ADN: un fragmento de aproximadamente 900 pb que codifica para los dominios 40 
VH-CH1-CH2 de las IgG1; y 2 fragmentos de aproximadamente 600 bp que codifican para los dominios VHH-CH2 
de las lgG2 y 3. 
 
Condiciones de la PCR2: 
 45 
Los fragmentos de 600 pb se purifican en gel de agarosa al 1 % (kit « Qiaquick gel extraction », Qiagen), después se 
amplifican mediante una PCR con 1 U de Deep Vent (BioIabs) y 10 pmol de los 4 cebadores 5VH1-4 Sfi específicos 
del dominio VH de las IgG humanas y 10 pmol del cebador 3’ VHH-Notl. 
(a 94 ºC, 3 min; a 94 ºC, 45 s; a 65 ºC, 45 s; a 72 ºC, 45 s; 15 ciclos, después, a 94 ºC, 45 s; a 60 ºC, 45 s; a 72 ºC, 
45 s; otros 15 ciclos, después a 72 ºC, 10 min). 50 
 
Los fragmentos de aproximadamente 400 pb que codifican para los VHH se purifican en gel de agarosa al 1 % (kit « 
Qiaquick gel extraction », Qiagen), se reensamblan y se precipitan en etanol. A continuación se cortan con las 
enzimas de restricción Ncol y Notl, o Bgll y Notl (BioIabs) para ser clonados en el fagémido pHen1 (Hoogenboom et 
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al., 1991) REF en los sitios Ncol y Notl o Sfil y Notl. 
 
Preparación del vector: 
 
Se digieren veinte μg de fagémido pHen1 en un volumen de 300 μΙ con 50 U de Sfil en presencia de BSA, a 50 ºC, 5 
16 h; o con 50 U de Ncol en presencia de BSA, a 37 ºC, 16 h. El fagémido linealizado se purifica en gel de agarosa 
al 0,7 % (kit « Qiaquick gel extraction », Qiagen). El ADN eluido se corta a continuación mediante 50 U de Notl a 
37 ºC en un volumen de 200 μΙ, 16 h. La enzima es destruida con calor 15 min a 65 ºC y el ADN se extrae con fenol / 
cloroformo y se precipita en etanol. El pHen1 cortado se controla en gel de agarosa al 0,7 %, se cuantifica y se 
ajusta a 200 ng/μΙ. 10 
 
Preparación de los fragmentos de ADN de los VHH: 
 
Se cortan cinco μg de fragmentos VHH en un volumen de 300 μΙ con 50 U de Bgll y Notl en presencia de BSA, a 
37 ºC, 16 h; o con 50 U de Ncol y Notl en presencia de BSA, a 37 ºC, 16 h. Las enzimas son desnaturalizadas a 15 
65 ºC, 15 min; después se extraen los ADN con fenol / cloroformo y se precipitan en etanol en presencia de 10 μg de 
glucógeno (Roche). Los fragmentos VHH cortados mediante Ncol y Notl se purifican en gel de agarosa al 1 %, 
después se controlan en gel de agarosa al 2 %, se cuantifican y se ajustan a 100 ng/μΙ. 
 
Ligación: 20 
 
Se ligan ciento cincuenta ng de pHen1 digeridos con Sfil y Notl con 60 ng del fragmento VHH digerido con Bgll y Notl 
en un volumen de 20 μΙ con 2.000 U de ligasa T4 de ADN (BioIabs) a 16 ºC, 17 h. 
 
La ligasa es inactivada a 65 ºC, 15 min, y el producto de la ligación se corta con 20 U de Xhol (BioIabs) para eliminar 25 
el vector residual no ligado, a 37 ºC, 4 h. Así se realizan seis ligaciones. Los productos de la ligación se reensamblan 
a continuación en 2 tubos y se extraen con fenol / cloroformo, se precipitan en presencia de 10 μg de glucógeno y se 
recogen en 2 x 18 μΙ de H2O ultrapura. Se utilizan dos μΙ por electroporación. 
 
El banco de VHH de lama macho (ref.: 080101) representa 5,4 x 106 clones y el banco de VHH de lama hembra (ref.: 30 
010301), 106 clones. 
 
Aislamiento de los VHH a partir de los bancos mediante la técnica de phage-display. 
 
Selección de los VHH anti-CEA y anti-CD 16: 35 
 
Los diferentes VHH se han aislado mediante la técnica de phage-display. 
 
Producción de los bancos de fagos: 
 40 
Se inoculan diez μΙ de la reserva de un banco 080101 o 010301 (células TG1 transformadas con los fagémidos) en 
50 ml de (2TY, 100 μg/μΙ de ampicilina, 2 % de glucosa) y se incuban a 37 ºC hasta una DO600 igual a 0,5. A 
continuación se infectan cinco ml del cultivo con 5 ml del M13KO7 a 1013 ufp/ml, 30 min, a 37 ºC, sin agitación. 
Después de la centrifugación, el sedimento de fagos se recoge en 25 ml de (2TY, 100 μg/μΙ de ampicilina, 25 μg/μΙ 
de kanamicina). El cultivo se incuba 16 h a 30 ºC con agitación. Los fagos se precipitan a continuación con 1/5 vol de 45 
NaCI 2,5 M / 20 % de PEG 6000 y se concentran 25 veces en PBS. Selección de los VHH: 
 
Se equilibran doscientos μΙ de esferas recubiertas de estreptavidina (Dynabeads M-280, Dynal) con 1 ml de leche al 
2 % / PBS durante 45 min a la temperatura ambiente con agitación en una ruleta. También se equilibran 1012 fagos 
de la producción descrita previamente con leche al 2 % - PBS en un volumen final de 500 μΙ durante 60 min a la 50 
temperatura ambiente con agitación en una ruleta. 
 
Las esferas se compactan con un imán, se resuspenden en 250 μΙ de leche al 2 % / PBS y se incuban con 200 μΙ de 
antígeno biotinilado durante 30 min a la temperatura ambiente en una ruleta. Se utilizan 150, 75 y 25 nM final de 
antígeno biotinilado en la 1ª, 2ª y 3ª ronda, respectivamente. 55 
 
A los 450 μΙ de esferas / antígeno-biotina se añaden los 500 μΙ de fagos durante 3 h a la temperatura ambiente con 
agitación en una ruleta. La mezcla de esferas / antígeno-biotina / fagos se lava 5 veces con 800 μΙ leche 4 % - PBS, 
despues se transfiere a un tubo nuevo de eppendorf. Se realizan otros cinco lavados con 800 μΙ de PBS - Tween al 
0,1 % y después la mezcla se transfiere a un tubo nuevo de eppendorf. Finalmente, se realizan 5 lavados con 800 μΙ 60 
de PBS. 
 
Los fagos anticuerpo fijados sobre las esferas / antígeno-biotina se resuspenden en 200 μΙ de PBS y se incuban 30 
min a 37 ºC, sin agitación, con 1 ml de TG1 hechas competentes por la fijación de los fagos a pili (células 
competentes: a partir de una cultivo de TG1 en 2YT durante una noche, se realiza a una dilución a 1/100 y se 65 
inoculan 50 ml de 2YT a 37 ºC con agitación hasta una DO600 cercana a 0,5). En cada selección, se cuentan y se 
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amplifican los fagos para una nueva ronda de selección. 
 
Recuento de las selecciones: 
 
Se realizan diluciones de 1 μΙ de células TG1 transfectadas con los fagos (véase anteriormente) de 10-2 a 10-5 con 5 
2YT. Se extienden uno, 10 y 100 μΙ de cada dilución en un placa de Petri (2YT / 100 μg/μΙ de ampicilina / glucosa al 
2 %). Las placas se incuban 16 h a 30 ºC. 
 
Extensión de la selección para el aislamiento de las colonias: 
 10 
Se centrifugan los 5 ml de las TG1 transfectadas durante 10 min a 3.000 g para concentrar las células, y el 
sedimento se recoge con 1 ml de 2YT. Se extienden doscientos cincuenta μΙ por placa de Petri (12 cm x 12 cm) 
(2TY / 100 μg/μΙ de ampicilina / glucosa al 2 %). Las placas se incuban 16 h a 30 ºC. 
 
Los siguientes VHH se han aislado mediante este método: se han obtenido cuatro VHH anti-CEA (clones: 3, 17, 25, 15 
43) y cuatro VHH anti-CD16 (clones: c13, c21, c28, c72) cuyas secuencias de aminoácidos y de nucleótidos están 
indicadas en las Figuras 1 y 2. 
 
Reclonación, producción y purificación de los VHH y de los anticuerpos biespecíficos. 
 20 
Clonación de los VHH: 
 
Los VHH se han clonado en el plásmido p55PhoA6HisGS/NAB- (constructo descrito en el párrafo 1.3.6, véanse las 
Figuras 10A y 11) entre los sitios de restricción Sfil y Hindlll. 
 25 
Condiciones de la PCR: 
 
Se han amplificado cincuenta ng de VHH mediante una PCR con 1 U de Deep Vent (Biolabs), 10 pmol de los 
cebadores 5’ pJF-VH3-Sfi y 3’ cmyc-6His/Hindlll en un volumen final de 50 μΙ. 
(a 94 ºC, 3min; a 94 ºC, 45 s; a 52 ºC, 45 s; a 72 ºC, 45 s; 30 ciclos después, a 72 ºC, 5 min). 30 
 
Las secuencias SEC ID Nº 10 y SEC ID Nº 11 de los oligonucleótidos utilizados son las siguientes: 
 

5’ pJF-VH3-Sfi 
SEC ID Nº 10: CTTTACT ATT CT C ACG G CC AT GGCGGCCGAGGTGCAGCTGGTGG  35 
3’ cmyc-6His/Hindlll  
SEC ID Nº 11: 
CCGCGCGCGCCAAGACCCAAGCTTGGGCTA(GA)TG(GA)TG(GA)TG(GA)TG(GA)  
TG (GA)TGTGCGGCCCCATTCAGATC 

 40 
Los productos de la PCR se purifican en gel de agarosa al 1 % (kit « Qiaquick gel extraction », Qiagen) y se cortan 
con 20 U de Bgll y 20 U de Hindlll (BioIabs) 16 h a 37 ºC. Se cortan diez μg de p55PhoA/NAB- inicialmente con 50 U 
de Sfil 16 h a 50 ºC, después con 20 U de Hindlll 12 h a 37 ºC. Los productos de la digestión (el vector y los 
fragmentos de la PCR) se precipitan con etanol. Los ADN se resuspenden en 20 μΙ de H2O y se cuantifican en un 
gel de agarosa al 0,7 %. 45 
 
La ligación se lleva a cabo con 200 U de ligasa T4 de ADN (50 ng de p55PhoA/NAB- cortados mediante Sfil y Hindlll 
y 10 ng de fragmentos de la PCR cortados mediante Bgll y Hindlll en un volumen de 20 μΙ, 16 h a 16 ºC. Después de 
la inactivación de la ligasa T4 de ADN 15 min a 65 ºC, el vector no recombinante es eliminado mediante una 
digestión enzimática con 10 U de Xhol, 2 h a 37 ºC. 50 
 
Tras la transformación de la ligación y el análisis de algunas colonias recombinantes, se producen los VHH de 
interés en E. coli. 
 
Producción de los VHH: 55 
 
Se inocula una colonia aislada con 3 ml de 2YT / 100 μg/ml de ampicilina / 2 % de glucosa y se incuba a 37 ºC con 
agitación. A continuación se siembran cincuenta ml de 2YT / 100 μg/ml de ampicilina / / 2 % de glucosa con una 
dilución del cultivo precedente y se incuban 16 h a 30 ºC con agitación. Se inoculan cuatrocientos ml de 2YT/ 100 
μg/ml de ampicilina con el equivalente de 0,1 unidad DO600, y se incuban a 30 ºC con agitación, hasta una DO600 de 60 
0,5 a 0,7. El cultivo es inducido a continuación con 400 μΙ de IPTG (isopropil--D-tiogalactopiranósido) 0,1 mM final y 
cultivado a 30 ºC durante 16 h. 
 
Producción de los anticuerpos biespecíficos: 
 65 
Se inocula una colonia aislada, procedente de una transformación de los plásmidos realizada en la cepa de E. coli 
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DH5α, con 3 ml de 2YT / 100 μg/ml de ampicilina / 2 % de glucosa y se incuba a 30 ºC con agitación. A continuación 
se siembran cincuenta ml de LB / 100 μg/ml de ampicilina / 2 % de glucosa con una dilución del cultivo precedente y 
se incuban 16 h a 30 ºC con agitación. Se inoculan cuatrocientos ml de LB / 100 μg/ml de ampicilina con el 
equivalente de 0,1 unidad DO600, y se incuban a 30 ºC con agitación durante 2 h 30, después el cultivo se incuba a 
20 ºC con agitación, hasta una DO600 de 0,5 a 0,7. El cultivo es inducido a continuación con 400 μΙ de IPTG 5 
(isopropil--D-tiogalactopiranósido) 0,1 mM final cultivado a 20 ºC durante 72 h. 
 
Extracción de la fracción soluble del periplasma: 
 
Los cultivos a partir de los cuales se han producido los VHH o los anticuerpos biespecíficos se centrifugan a 4.200 g, 10 
4 ºC, 40 min. El sedimento se recoge en 4 ml de TES helado (Tris-HCI 0,2 M a pH 8,0; EDTA 0,5 mM; sacarosa 0,5 
M). A continuación se añaden 160 μΙ de lisozima (10 mg/ml en TES, recién preparado), después 24 ml de TES frío 
diluido a 1/2 en H2O. La mezcla se incuba 30 min en hielo. 
 
Después de la centrifugación a 4.200 g, 4 ºC, 40 min, se recupera el sobrenadante (correspondiente a la fracción 15 
periplásmica) y se añaden 150 μΙ de DNAse (10 mg/ml) y 5 mM final de MgCI2, 30 min a la temperatura ambiente. La 
solución se dializa 16 h contra el tampón de equilibrado (acetato de sodio 50 mM, NaCI 0,1 M a pH 7,0). Purificación 
de los VHH: 
 
La columna (BD TALON™ Metal affinity, BD Biosciences Clontech) es equilibrada con el tampón de equilibrado 20 
(acetato de sodio 50 mM, NaCI 0,1 M, pH 7,0). Se deposita la fracción periplásmica en la columna. Después del 
lavado de la columna con 5 volúmenes de tampón de equilibrado, el VHH es eluído con un gradiente de pH o de 
imidazol (gradiente entre el tampón de equilibrado a pH 7,0 y una solución de acetato de sodio 50 mM a pH 5,0 o 
una solución de imidazol 200 mM). Cada fracción es controlada en un gel de SDS / PAGE (acrilamida al 15 %) 
después de una tinción con azul de coomassie. Las fracciones de interés se reagrupan y se dializan contra PBS. El 25 
VHH se concentra sobre una membrana (Amicon Ultra 5000MWCO, Millipore) y el mide mediante el método 
colorimétrico de Lowry con la ayuda del kit Biorad Protein Assay. 
 
Purificación de los anticuerpos biespecíficos: 
 30 
Los anticuerpos biespecíficos se purifican a partir de la fracción soluble del periplasma (cotéjese la extracción de la 
fracción soluble del periplasma) en dos tiempos; inicialmente, sobre una columna BD TALON (cotéjese la 
purificación de los VHH), después sobre una proteína G (HiTrap protein G 5 ml, Amersham biosciences). 
 
La columna « Hi Trap protein G » es equilibrada con PBS (NaCI 137 mM, KCI 2,67 mM, Na2HPO4 1,2 mM, KH2PO4 35 
1,76 mM, pH 7,4). Las proteínas eluídas en la columna BD TALON y dializadas en PBS se depositan sobre la 
proteína G. Después de lavar la columna con 5 volúmenes de PBS, el anticuerpo biespecífico es eluído con glicina 
0,1 M a pH 2,7, después tamponado con HEPES 1 M a pH 8. Después de un control sobre un gel de SDS / PAGE 
(acrilamida al 10 %), el anticuerpo biespecífico es dializado en PBS 0,1 x, congelado a -80 ºC y liofilizado, para ser 
concentrado diez veces. Finalmente el F(ab’)2 es separado del Fab’ en una columna Tricorn Superdex 200 10/300 40 
GL (Amersham Biosciences) equilibrada con PBS. 
 
Caracterización funcional de los VHH y de los anticuerpos biespecíficos mediante ELISA, Biacore, 
inmunofluorescencia (citometría de flujo, FACS) y mediante ensayos de activación de CD16. 
 45 
Caracterización de los anticuerpos anti-CEA y anti-CD16 mediante ELISA: 
 
ELISA de los fagos-VHH: 
 
Se fijan cinco μg/ml de antígeno biotinilado (CEA o CD16) en una placa de estreptavidina (BioBind Assembly 50 
Streptavidin Coated, ThermoLabsystems) previamente saturada con leche al 2 % - PBS. Se ponen en contacto cinco 
1010 fagos-anticuerpo con el antígeno. La unión antígeno / anticuerpo es detectada gracias a un ELISA compuesto 
por un anticuerpo monoclonal dirigido contra la proteína P8 del fago (conjugado HRP / anti-M13 monoclonal, 
Pharmacia). La adición de sustrato, 10 mg de ABTS (ácido 2,2’-azino bis (3-etilbenzo-tiazolin-6-sulfónico, sal de 
diamonio) a 20 ml tampón de revelado (18 ml de PBS, 1 ml de ácido cítrico 1 M, 1 ml de citrato de sodio 1 M, 10 ml 55 
de H2O2 al 30 %), permite leer la reacción a 405 nm (Tecan). 
 
ELISA de los VHH: 
 
Se fijan cinco μg/ml de antígeno biotinilado en una placa de estreptavidina (BioBindAssembIyStreptavidin Coated, 60 
ThermoLabsystems) previamente saturada con leche al 2 % - PBS. Cada VHH (intervalo desde 0,001 μg/ml hasta 1 
μg/ml) es unido al antígeno adsorbido en los micropocillos. La unión es revelada con un anticuerpo monoclonal 
dirigido contra la etiqueta c-myc (Santa Cruz Biotechnology, Inc) diluido a 1/1.000 y un anticuerpo policlonal de cabra 
dirigido contra las IgG de ratón acoplado a la peroxidasa diluido a 1/5.000 (ref. 55556, ICN) en presencia de ABTS 
(sulfonato de 2,2’-azino-di-(3-etilbenztiazolina) sal de diamonio, Roche). 65 
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ELISA de los anticuerpos biespecíficos: 
 
Se recubren pasivamente diez μg /ml de antígeno (rhCD16 o rhCEA) en una placa MaxiSorp (Nunc). Después de la 
saturación de la placa con PBS / leche al 4 %, el anticuerpo biespecífico (F(ab’)2, Fab’, Fab) (intervalo desde 800 
hasta 0,4 nM) es unido al antígeno adsorbido en los micropocillos. La unión se revela bien: 5 
 
con un anticuerpo monoclonal dirigido contra la etiqueta Flag (anti-Flag M2 mAB, Sigma) diluido a 1/5.000 y un 
anticuerpo policlonal de cabra dirigido contra las IgG de ratón acoplado a la fosfatasa alcalina diluido a 1/5.000 (ref. 
115-055-003, Jackson Immunoresearch) en presencia de DNPP (4-nitrofenil fosfato disódico hexahidratado).  
- con un anticuerpo monoclonal dirigido contra la etiqueta c-myc (Santa Cruz Biotechnology) diluido a 1/500 y un 10 

anticuerpo policlonal de cabra dirigido contra las IgG de ratón acoplado a la fosfatasa alcalina diluido a 1/5.000 
(ref. 115-055-003, Jackson Immunoresearch) en presencia de DNPP 

- con un anticuerpo policlonal de cabra dirigido contra la cadena ligera kappa humana acoplado a la fosfatasa 
alcalina diluido a 1/500 (ref. 2060-04, SouthernBiotech) en presencia de DNPP. 

 15 
Se comprueba la accesibilidad de VHH CEA 17 cuando el VHH CD16 c21 se une al rhCD16 adsorbido en los 
micropocillos con rhCEA biotinilado y estreptavidina acoplada a fosfatasa alcalina diluida a 1/500 (DAKO, cat 
D0396). 
 
Constantes de afinidad de los anticuerpos anti-CEA y anti-CD 16 mediante Biacore: 20 
 

El BIACORE utiliza el principio de la resonancia plasmónica de superficie (SPR) para seguir en tiempo real las 
interacciones entre moléculas sin un marcaje de las mismas. Uno de los participantes en la interacción es 
inmovilizado de forma covalente sobre un biocaptador, mientras que el otro es inyectado en un flujo continuo. El 
principio de detección mediante SPR permite el seguimiento de los cambios de masa en la superficie del 25 
biocaptador debidos a la formación, y después a la disociación, de complejos moleculares. La respuesta, 
cuantificada en unidades de resonancia (RU), es una indicación directa de la tasa de fijación del analito mediante 
la medición de la variación del índice de refracción. El registro de la señal (un sensograma) se trata 
matemáticamente para obtener las constantes de velocidad de asociación, ka, de disociación kd y las constantes 
de asociación KA (KA = ka / kd) y de disociación en el equilibrio KD (KD = kd / ka). 30 
 

Las interacciones entre el CEA o el CD16 y los VHH (que poseen una etiqueta c-myc reconocida por el anticuerpo 
monoclonal 9E10, Santa Cruz Biotechnology, Inc) se han estudiado con un BIACORE 3000 provisto de un 
biocaptador de tipo CM5 sobre el cual se ha inmovilizado el anticuerpo monoclonal 9E10 de forma covalente 
siguiendo el procedimiento habitual de acoplamiento por aminas propuesto por BIACORE (activación por NHS / 35 
EDC). Entonces se inyecta el VHH (en tampón: HEPES 10 mM; NaCI 150 mM; EDTA 3 mM; 0,005 % de tensioactivo 
P20), después se inyecta una gama de CEA o de CD16 sobre el VHH inmovilizado sobre el 9E10. En paralelo, se 
realizan las inyecciones sobre un canal de control que ha experimentado la misma química de acoplamiento pero sin 
una inyección de proteína. Las afinidades de los VHH están indicadas en la Tabla 1, a continuación. Se obtienen 
unas afinidades equivalentes a partir de los diferentes formatos de anticuerpos biespecíficos. 40 
 

Tabla 1 

VHH ka x 105 (1/Ms) kd x 10-3 (1/s) KA x 107 (1/M) KD x 10-9 (M) 

Anti-CEA 3 1,24 ± 0,014 1,68 ± 0,002 7,38 13,6 

Anti-CEA 17 1,56 ± 0,014 1,3 ± 0,002 12 8,3 

Anti-CEA 25 1,13 ± 0,014 3,6 ± 0,004 3,15 31,7 

Anti-CEA 43 1,78 ± 0,019 1,83 ± 0,002 9,72 10,3 

Anti-CD 16 c13 0,53 ± 0,07 5,67 ± 0,02 0,94 100,6 

Anti-CD 16 c21 2,86 ± 0,02 2,79 ± 0,006 10,3 9,7 

Anti-CD 16 c28 0,42 ± 0,03 3,45 ± 0,006 1,22 81,9 

Anti-CD 16 c72 0,39 ± 0,02 3,7 ± 0,006 1,06 94,6 

 
Análisis mediante FACS de la especificidad de los VHH anti-CEA y anti-CD16 y de los anticuerpos biespecíficos 
correspondientes:  45 
 
Especificidad por el CEA: 
 
(Para que la inmunoidentificación sea eficaz, es primordial que los anticuerpos anti-CEA no reconozcan el NCA, una 
molécula muy homóloga al CEA que es expresada en la superficie de los granulocitos.) 50 
 
La comprobación de la unión antígeno-anticuerpo se lleva a cabo en la línea no transfectada MC38 (línea celular de 
cáncer de colon murino), las líneas transfectadas con el CEA (MC38/CEA+) o el NCA (MC38/NCA+), la línea tumoral 
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humana LS174T (línea celular de adenocarcinoma cólico humano que expresa en su superficie el CEA) y los 
granulocitos que expresan en su superficie el NCA. 
 
Los granulocitos son extraídos a partir de sangre fresca en presencia de heparina, sobre un gradiente de ficoll de 
dos densidades (histopaco 1119 y 1077). Los granulocitos se encuentran en la interfase de los 2 histopacos. 5 
 
Anticuerpos utilizados para la fijación a las células: 
 
- 35A7, anticuerpo monoclonal anti-CEA (específico del CEA). 
- 192, anticuerpo monoclonal anti-CEA (que crece con el NCA). 10 
- 7.5.4 y 3G8 anticuerpo monoclonal anti-CD16. 
- VHH anti-CD16 (c13, c21, c28, c72). 
- VHH anti-CEA (3, 17, 25, 43). 
- Anticuerpos biespecíficos anti-CEA / anti-CD16 construidos a partir de los 8 VHH aislados. Anticuerpos utilizados 

para el revelado:  15 
- 9E10, anticuerpo monoclonal de ratón anti-cmyc (200 μg/ml, utilizado a 1/10) se fija a la etiqueta c-myc de los 

VHH purificados. 
- AP326F, anticuerpo policlonal de cordero anti-IgG de ratón acoplado al FITC (Silenus, utilizado a 1/100). 

Se utilizan 0,5 x 106 células por ensayo. Los VHH y los anticuerpos monoclonales se diluyen en 100 μΙ de PBS - 
1 % de BSA.  20 
0,5 x 106 células (medida de la autofluorescencia de las células) 
0,5 x 106 células + anti IgG de ratón-FITC 20 μg/ml 
0,5 x 106 células + anti-9E10 20 μg/ml, después anti IgG de ratón-FITC 20 μg/ml 
0,5 x 106 células + VHH anti-CEA o anti-CD16 entre 1 y 5 μg/ml, después 9E10 20 μg/ml, después anti IgG de 
ratón-FITC 20 μg/ml  25 
0,5 x 106 células + anticuerpos monoclonales (35A7, 192, 7.5.4) 20 μg/ml, después anti IgG de ratón-FITC 20 
μg/ml 

 
En cada etapa, las muestras se incuban 45 min, a 4 ºC, en la oscuridad. 
 30 
Entre cada reacción, se realiza un lavado con 2 ml de PBS / 1 % de BSA. En la última etapa, las células se recogen 
en 0,5 ml de PBS. 
 
Los resultados del FACS demuestran la especificidad de los 4 VHH anti-CEA analizados y de los anticuerpos 
biespecíficos anti-CEA / anti-CD16 en forma de Fab, Fab’ y F(ab’)2. Son específicos del CEA y no crecen con el 35 
NCA. 
En la figura 3 se ilustra un ejemplo. En este ejemplo, los anticuerpos monoclonales de referencia mAb 35A7 y 192 
no se unen a las células MC38 que no expresan el CEA, sino a las células MC38 CEA+ y LS174T CEA+ que 
expresan el CEA en su superficie. El mAb 192 también se une a las células MC38 NCA+ y a los granulocitos que 
expresan el NCA en su superficie. El VHH CEA 17 no se une más que a las células que expresan el CEA en su 40 
superficie. Se obtienen unos resultados equivalentes con los demás anticuerpos VHH anti-CEA (clones 3, 25 y 43). 
El anticuerpo biespecífico VHH CEA 17 / VHH CD16 c21 es específico de las células tumorales a la vez en forma de 
Fab’ y de F(ab’)2. Se obtienen unos resultados equivalentes con los demás anticuerpos biespecíficos anti-CEA / anti-
CD16 en forma de Fab, Fab’ y F(ab’)2 (que derivan de los 8 VHH anti-CEA y anti-CD16). 
 45 
Especificidad por el CD16: 
 
Para un reconocimiento eficaz de las células efectoras del sistema inmunitario, los anticuerpos anti-CD16 
seleccionados a partir de CD16B también deben reconocer el CD16A. Además, no deben presentar una reacción 
cruzada con el CD32 (RFcllA y RFcllB). 50 
 
Los experimentos se llevan a cabo con células Jurkat (células de una línea de linfoma T humano; ATCC TIB-152) 
transfectadas o no con el gen que codifica para el CD16A (línea estable que expresa el CD16A en su superficie; 
Vivier et al., 1992), granulocitos que expresan el CD16B, células K562 que sólo expresan el CD32A y células MA 
6hullB1 que sólo expresan el CD32B. 55 
 
Anticuerpos utilizados para la fijación a las células: 
 
- 3G8, anticuerpo monoclonal anti-CD16 (RFclIIA/IIIB humano), anticuerpo anti-sitio que reconoce un epítopo 

conformacional y que bloquea la unión de las IgG a los CD16A y CD16B. 60 
- 7.5.4, anticuerpo monoclonal anti-CD16 (RFclllA/IIIB humano), anticuerpo que reconoce un epítopo lineal, 

localizado fuera del sitio de unión de las IgG de CD16 y que sólo afecta débilmente a esta unión a unas fuertes 
concentraciones en los ensayos de competición (Vély y al., 1997). 

- AT10 anticuerpo monoclonal anti-CD32 (RFcllA/IIB) humano. 
- IV.3, anticuerpo monoclonal anti-CD32 (RFclIA) humano. 65 

ES 2 544 237 T3

 



13 

- VHH anti-CD16 (c13, c21, c28, c72). 
- VHH anti-CEA (3, 17, 25, 43). 
- 35A7, anticuerpo monoclonal anti-CEA 
- 192, anticuerpo monoclonal anti-NCA (que crece con el CEA) 
- Anticuerpos biespecíficos anti-CEA / anti-CD 16 construidos a partir de los 8 VHH aislados. Anticuerpos 5 

utilizados para el revelado:  
- 9E10, anticuerpo monoclonal de ratón anti-cmyc (200 μg/ml, utilizado a 1/10) que se fija a la etiqueta c-myc de 

los VHH purificados. 
- Fab’2 de un anticuerpo de cabra anti-IgG de ratón acoplado al FITC (F(ab’)2 / FITC) utilizado a 20 μg/ml (Jackson 

Immunoresearch Lab. Inc., 115-096-003). 10 
Se utilizan 0,5 x 106 células por ensayo. Los VHH y los anticuerpos monoclonales se diluyen en 100 μΙ de PBS - 
1 % de BSA.  
0,5 x 106 células (medida de la autofluorescencia de las células) 
0,5 x 106 células + (F(ab’)2 / FITC) 20 μg/ml 
0,5 x 106 células + anti-9E10 20 μg/ml, después (F(ab’)2 / FITC) 20 μg/ml 15 
0,5 x 106 células + VHH entre 1 y 5 μg/ml, después 9E10 20 μg/ml, después (F(ab’)2 / FITC) 20 μg/ml 
0,5 x 106 células + anticuerpos monoclonales (35A7, 192, 3G8.7.5.4, AT10, IV.3) 20 μg/ml, después (F(ab’)2 / 
FITC) 20 μg/ml. 

 
En cada etapa, las muestras se incuban 45 min, a 4 ºC, en la oscuridad. 20 
 
Entre cada reacción, se realiza un lavado con 2 ml de PBS / 1 % de BSA. En la última etapa, las células se recogen 
en 0,5 ml de PBS 
 
Los resultados del FACS demuestran la especificidad de los 4 VHH anti-CD 16 analizados y de los anticuerpos 25 
biespecíficos anti-CEA/anti-CD16 en forma de Fab, Fab’ y F(ab’)2. Son específicos de CD16 y no crecen con el 
CD32. En la figura 4 se ilustra un ejemplo. En este ejemplo, el anticuerpo monoclonal de referencia mAb 3G8 no se 
une a las células Jurkat, K562 CD32A+ y IIA. 1.6hulIB1 CD32B+ que no expresa el CD16 sino a las células Jurkat 
CD16A+ y a los granulocitos que expresan el CD16 en su superficie. El VHH CD16 c21 sólo se une a las células que 
expresan el CD16 en su superficie. Se obtienen unos resultados equivalentes con los demás anticuerpos VHH anti-30 
CD16 (clones: c13, c28 y c72). El anticuerpo biespecífico VHH CEA 17 / VHH CD16 c21 es específico de las células 
Jurkat CD16A+ y NKL a la vez en forma de Fab’ y de F(ab’)2. Se obtienen unos resultados equivalentes con los 
demás anticuerpos biespecíficos anti-CEA/anti-CD16 en forma de Fab, Fab’ y F(ab’)2 (que derivan de los 8 VHH anti-
CEA y anti-CD16). 
 35 
Análisis mediante FACS de la accesibilidad de los anticuerpos biespecíficos en las células: 
 
La accesibilidad del dominio VHH anti-CD16: 
 
Se incuban cinco 105 células LS174T durante 30 min, en PBS-BSA al 1 % en hielo, en presencia de Fab, de Fab’ o 40 
de F(ab’)2, (intervalo desde 10 μg/ml hasta 0,1 μg/ml). Las células se lavan con PBS-BSA al 1 %. A continuación se 
detecta la fijación de rhCD16 (10 μg/ml) en el dominio VHH anti-CD16 de los diferentes fragmentos de anticuerpo, en 
dos tiempos, incubando el anticuerpo monoclonal 7.5.4 o 3G8 (3 μg/ml) con las células durante 30 min, en hielo, 
incubando después las células con F(ab’)2 de cabra anti-IgG de ratón (H + L) marcado con FITC (Jackson 
Immunoresearch Laboratory, cat: 115-096-003), durante 30 min en hielo. Después de varios lavados se analiza la 45 
inmunofluorescencia mediante citometría de flujo con un FACScaIibur 4C4 (Becton dickinson) mediante la utilización 
del programa Cell Quest Pro. 
 
La accesibilidad del dominio VHH anti-CEA: 
 50 
Se incuban cinco 105 células Jurkat CD16A+ durante 30 min, en PBS-BSA al 1 % en hielo, en presencia de Fab, de 
Fab’ o de F(ab’)2, (intervalo desde 10 μg/ml hasta 0,1 μg/ml). Las células se lavan con PBS-BSA al 1 %. A 
continuación se detecta la fijación de rhCEA (10 μg/ml) en el dominio VHH anti-CEA de los Fab, Fab’o F(ab’)2, en 
dos tiempos, incubando el anticuerpo monoclonal 192 (3 μg/ml) con las células durante 30 min, en hielo, incubando 
después las células con F(ab’)2 de cabra anti-IgG de ratón (H+L) marcado con FITC (Jackson Immunoresearch 55 
Laboratory, cat: 115-096-003), durante 30 min en hielo. Después de varios lavados se analiza la 
inmunofluorescencia mediante citometría de flujo con un FACScaIibur 4C4 (Becton dickinson) mediante la utilización 
del programa Cell Quest Pro. 
 
En la figura 5 se ilustra un ejemplo. El anticuerpo biespecífico VHH CEA 17/VHH CD16 c21 se une a la vez a las 60 
células LS174T y Jurkat CD16A+. Se obtienen unos resultados equivalentes con los demás anticuerpos biespecíficos 
anti-CEA/anti-CD16 en forma de Fab, Fab’ y F(ab’)2 (que derivan de los 8 VHH anti-CEA y anti-CD16). 
 
Ensayo de competición entre los VHH anti-CD16 y los anticuerpos monoclonales 3G8 y 7.5.4: 
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ELISA: 
 
Se fijan cinco μg/ml de VHH biotinilado (c21, c28) por pocillo de una placa adsorbida con estreptavidina (BioBind 
Assembly Streptavidin Coated, ThermoLabsystems) previamente saturada con leche al 2 % - PBS. A continuación 
se añade el CD16B que tiene una gama de concentración de 0,07 a 20 μg/ml. En un segundo momento se añade el 
anticuerpo monoclonal (3G8 o 7.5.4) a una concentración constante de 5 μg/ml. La unión CD16B-anticuerpo 5 
monoclonal se revela con un F(ab’)2 de cabra anti-IgG de ratón acoplado a fosfatasa alcalina (Southern 
Biotechnology, 1030-04) en presencia de p-nitrofenilfosfatasa (Sigma, N9389). 
Las curvas de competición del ELISA se muestran en la Figura 6. El VHH CD16 c21 es desplazado por el anticuerpo 
monoclonal 7.5.4. El VHH CD16 c28 es desplazado por el anticuerpo monoclonal 3G8. 
 10 
Inmunofluorescencia indirecta (FACS): 
 
Se incuban cinco 105 células Jurkat-CD16A durante 30 min, en PBS-BSA al 5 % en hielo, en presencia de los VHH 
CD16 c21 o c28 (desde 1 hasta 100 μg/ml). Las células se incuban a continuación con 0,1 μg/ml de 3G8 o 1 μg/ml 
de 7.5.4 durante 30 min en las mismas condiciones, después se lavan con PBS-BSA al 5 %. La fijación de 3G8 o de 15 
7.5.4 se detecta a continuación mediante una incubación de las células con el F(ab’)2 de un anticuerpo de cabra anti-
IgG de ratón (H + L) marcado con FITC (Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc., WestGrove, Pennsilvania, 
USA, cat. n°: 115-096-003) durante 30 min en hielo. Después de varios lavados se analiza la inmunofluorescencia 
mediante citometría de flujo con un FACScaIibur 4CA (Becton Dickinson, Mountain View, California, EE.UU.) 
mediante la utilización del programa Cell Quest Pro. 20 
 
Los perfiles de competición en las células se muestran en la Figura 7. El VHH CD16 c21 es desplazado por el 
anticuerpo monoclonal 7.5.4. E VHH CD 16 c28 es desplazado por el anticuerpo monoclonal 3G8. Una dosis grande 
del VHH CD16 c28 también es desplazada por el mAb 7.5.4. 
 25 
Activación por los VHH anti-CD16 y por los anticuerpos biespecíficos de las células Jurkat CD16+: 
 
Los experimentos se llevan a cabo con células Jurkat (ATCC TIB-152) transfectadas con el gen que codifica para el 
CD16A. Las células se cultivan en RPMI 1640 complementado con un 10 % de FCS, 100 U/ml de penicilina, 100 
μg/ml de estreptomicina, L-glutamina 2 mM, 0,5 mg/ml de G418. 30 
 
A continuación se incuban cinco x 105 células 18 h en los pocillos de microplacas (250 μΙ de RPMI que contiene un 
10 % de FCS, un 1 % de PS, 0,5 mg/ml de G418). 
A continuación se añaden diez ng/ml de acetato miristato de forbol (PMA) (concentración que no induce per se la 
producción y la secreción de IL2, pero que es necesaria como " second signal " para esta producción), seguido por la 35 
adición de 0,01 a 0,1 μg/ml de VHH biotinilado y de 10 μg/ml de estreptavidina (que permite el puenteo de los VHH) 
o de anticuerpos biespecíficos no biotinilados. 
 
La IL2 humana producida en los sobrenadantes celulares se mide mediante un ELISA mediante la utilización de los 
anticuerpos del kit R&D (Duoset Human IL2; referencia: DY202) y de estreptavidina acoplada a fosfatasa alcalina 40 
(DAKO, D0396) en presencia de p-nitrofenilfosfato (Sigma, cat 104-405). 
 
Los resultados de la activación de CD16A (producción y secreción de interleucina 2) se muestran en la Figura 8. Los 
dos VHH anti-CD16 c21 y c28 activan la producción de IL2 de las células Jurkat CD16A+. Son necesarias unas 
cantidades superiores de c28 para obtener una inducción de la producción y de la secreción de IL2 comparable a la 45 
inducida por el c21. El anticuerpo biespecífico anti-CEA 17/anti-CD16 c21 en forma de F(ab’)2 también activa la 
producción de IL2 si las células Jurkat expresan el CD16A en su superficie, y esto en ausencia de un puenteo a 
través de la estreptavidina. Se obtienen unos resultados equivalentes con los demás VHH anti-CD16 y de los 
anticuerpos biespecíficos anti-CEA/anti-CD16 
 50 
Lisis de las células tumorales por las células NKL en presencia de un anticuerpo biespecífico: 
 
Para el ensayo de citotoxicidad de las células NK, las líneas utilizadas son células NKL (Robertson y al., 1996 (12)) 
procedentes de una leucemia de linfocitos grandes granulosos, que poseen unas propiedades funcionales similares 
a las de los NK y cuya expresión de CD16 ha sido verificada previamente mediante citometría de flujo. Las células 55 
objetivo utilizadas son células HeLa procedentes de una leucemia humana, muy sensibles a los NK, células de colon 
murino CI 5.4.3 AP (MC38), sensibles al NK, y células MC38 transfectadas con CEA humano y naturalmente 
resistentes a los NK. 
 
Las células objetivo en cultivo se ponen de nuevo en suspensión (mediante una reacción trípsica para las células 60 
HeLa, mecánicamente para las células MC38 y NKL) y se cuentan con la ayuda de azul de Trypan en una celda de 
Malassay. Se incuban dos mil células por pocillo en 100 μl con 3,7 x 106 Bq de 51Cr y los diferentes formatos del 
anticuerpo (a 200, 100 o 50 μg/ml) 1 h a 37 ºC. Las células se lavan a continuación varias veces para eliminar el 51Cr 
que queda en el medio, así como los anticuerpos no fijados. Las células NKL en suspensión se cuentan y se añaden 
a las células objetivo con unas proporciones de efector / objetivo de 60:1 a 0,2:1. Después de una incubación de 4 h 65 
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a 37 ºC, se cuenta la radioactividad de Cr liberada en el medio con la ayuda de un contador . Algunos ejemplos que 
muestran la lisis celular obtenida con los anticuerpos biespecíficos anti-CEA 17/anti-CD16 c21 y anti-CEA 17/anti-
CD16 c28 en forma de Fab’ y de F(ab’)2 están representados en la figura 9. 
 
Construcción de los diferentes plásmidos (véanse las Figuras 10A, 10B, 11,12A y 12B). 5 
 
- Todos los protocolos no detallados están descritos en Sambrook, Fritsch y Maniatis, Molecular cloning a 

laboratory manual, 2nd ed, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989. 
- Las digestiones con las enzimas de restricción se llevan a cabo según las recomendaciones de los proveedores.  
- Genes de origen humano insertados: los genes que codifican para las regiones C, CH1, H, CH2 y CH3 10 

corresponden respectivamente a los dominios de los genes que codifican para la región constante de una 
cadena ligera kappa de una inmunoglobulina humana, para la primera región constante, para la región bisagra, 
para la segunda región constante y para la tercera región constante de una cadena pesada de una 
inmunoglobulina IgG1 humana. Estos genes se han obtenido mediante una RT-PCR a partir de un bolsillo de 
LFB (Laboratoire français de Fractionnement et des Biotechnologies). Este material posee las autorizaciones 15 
legales para ser utilizado en los experimentos descritos. 

- La secuencia de cada plásmido se realiza con un secuenciador ABI 310 mediante la utilización de los 
oligonucleótidos: 

 
EcoRI-90 de la secuencia SEC ID Nº 12: GCGCCGACATCATAACGGTTCTGGC  20 
Hindlll+88 de la secuencia SEC ID Nº 13: CGCTACTGCCGCCAGGC 

 
- Todos los vectores están concebidos para permitir la introducción entre 2 sitios únicos de enzimas de restricción 

de: diferentes promotores, diferentes secuencias de señalización de tipo PeIB (u otras), diferentes secuencias 
RBS, cualquier dominio VHH o VHH humanizado, cualquier dominio C o los dominios CH1, H, CH2 y CH3 de 25 
cualquier tipo de inmunoglobulina. 

 
pMCSPhoA’ 
 
(Figura 10A) 30 
 
La construcción de este plásmido se describe en Le Calvez y al. (1995). REF 
 
Esta plásmido codifica para la forma madura de la fosfatasa alcalina (PhoA) que empieza en el sexto residuo 
(Prolina). 35 
 
p35PhoA’ 
 
(Figura 10A) 
 40 
La construcción de este plásmido se describe en Le Calvez (1996). 
 
Un fragmento de gen (formado por oligonucleótidos degenerados en la tercera base de los codones 2 a 14 que 
codifican para la secuencia de señalización de PeIB) es insertado entre los sitios Ndel y Eagl del plásmido 
pMCSPhoA’. A continuación se han seleccionado los clones (1 a 60) que representan la mejor actividad de fosfatasa 45 
alcalina. 
 
p35PhoA’/N- 
 
(Figuras 10A y 11) 50 
 
Supresión del sitio Ncol en el gen phoA. 
 
Se realiza una PCR de superposición a partir de pMCSPhoA’ con los oligonucleótidos: secuencia arriba-Rsrll, Ncol- 
sup, Ncol-inf y secuencia abajo-EcoNI. 55 
 
Secuencias SEC ID Nº 14 a 17 de los oligonucleótidos utilizados:  
 

secuencia arriba-Rsrll 
SEC ID Nº 14: GGCACATGTGACCTCGCGC  60 
Ncol-sup 
SEC ID Nº 15: GCAACGTACCACGGCAATATCG  
Ncol-inf 
SEC ID Nº 16: CGATATTGCCGTGGTACGTTGC  
secuencia abajo-EcoNI 65 
SEC ID Nº 17: GCCATCTTTGGTATTTAGCGCC  
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Condiciones de las PCR 1 y PCR 2; 
 
Un μΙ de plásmido (5 ng), 10 pmol de cada oligonucleótido (secuencia arriba-Rsrll y Ncol-inf para la PCR 1 y Ncol-
sup y secuencia abajo-EcoNI para la PCR 2), 0,5 U de Dynazyme (a 94 ºC, 3 min; a 94 ºC, 45 s; a 60 ºC, 45 s; a 
72 ºC, 45 s; durante 25 ciclos, después a 72 ºC, 10 min) en un volumen final de 50 μΙ. Los productos de la PCR son 5 
purificados a partir de un gel de agarosa al 2 % (gel extraction Kit Quiagen, volumen final de 50 μΙ). 
 
Condiciones de la PCR 3 de superposición: 
 
Un μΙ de cada una de las PCR 1 y 2 y 0,5 U Deep Vent, en un volumen final de 50 μΙ. Después de 5 ciclos (a 94 ºC, 10 
3 min; a 94 ºC, 1 min; a 60 ºC, 1 min; a 72 ºC, 1,5 min) se añaden 10 pmol de cada oligonucleótido (secuencia 
arriba-Rsrll y secuencia abajo-EcoNI) y la PCR se continúa durante 35 ciclos, después a 72 ºC, 10 min. El producto 
de la PCR 3 es purificado a partir de un gel de agarosa al 2 % (gel extraction Kit Quiagen, volumen final de 50 μΙ). 
 
La secuencia del fragmento de la PCR se realiza en un secuenciador ABI 310 mediante la utilización del oligo 5’ 15 
EcoRI-90.  
 
Clonación del fragmento de la PCR 3 en el plásmido p35PhoA’: 
 
Se digieren treinta y cinco μΙ del fragmento de la PCR 3 y 5 μΙ (2,5 μg) de p35PhoA’ con 10 U de Rsrll y EcoNL. 20 
Después de 16 h de incubación, las enzimas son destruidas 10 min a 65 ºC. Cada ADN se precipita a continuación y 
se resuspende en 20 μΙ de H2O. 
 
La ligación se realiza 16 h a 16 ºC con 5 μΙ del fragmento de la PCR, 0,5 μΙ de vector y 3 U Weiss de ligasa T4 de 
ADN Biolabs en un volumen final de 10 μΙ. Se transforman bacterias TG1 competentes (técnica del CaCI2) con 5 μΙ 25 
de ligación. 
 
p55PhoA6HisGS/N- 

 
(Figuras 10A y 11) 30 
 
Inserción del motivo 6Histidina-Gly-Ser. 
 
Se realiza una PCR a partir de p35PhoA/N- mediante la utilización de los oligonucleótidos Xhol-Sacl y 
6HisGS/Hindlll. 35 
 
Secuencias SEC ID Nº 18 y 19 de los oligonucleótidos utilizados: 
 

Xhol-Sacl 
SEC ID Nº 18: CCATGGCGGCCGATCCTCGAGAG 40 
6HisGS/Hindlll 
SEC ID Nº 19: 

 
 
Condiciones de la PCR: 45 
 
Se realiza una PCR con 5 ng de vector p35PhoA7N-, 10 pmol de cada oligonucleótido y 0,5 U de Dynazyme (a 
94 ºC, 3 min; a 94 ºC, 1 min; a 70 ºC, 1 min; a 72 ºC, 1 min; 35 ciclos, después a 72 ºC, 10 min) en un volumen final 
de 50 μΙ. El producto de la PCR es purificado a partir de un gel de agarosa al 1 % (gel extraction Kit Quiagen, 
volumen final de 50 μΙ). 50 
 
Clonación del fragmento Xhol-Hindlll: 
 
Se digieren veinte μΙ del fragmento de la PCR y 5 μΙ (2,5 μg) del vector p55PhoA’ (Le Calvez y al. Gene 1996, 170, 
51 - 55) con 10 U de Xhol y Hindlll en presencia de BSA. Después de 16 h de incubación, las enzimas son 55 
destruidas 10 min a 65 ºC. Cada ADN se precipita a continuación y se resuspende en 20 μΙ de H2O. La ligación se 
realiza 16 h a 16 ºC con 5 μΙ del fragmento de la PCR, 0,5 μΙ de vector y 3 U Weiss de ligasa T4 de ADN Biolabs en 
un volumen final de 10 μΙ. Se transforman bacterias TG1 competentes (técnica del CaCI2) con 5 μΙ de ligación. 
 
p55PhoA6HisGS/NAB- 60 
 
(Figuras 10A y 11) 
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Supresión de los sitios Apal y BstEII de p55PhoA6HisGS/N-: 
 
Se realiza una PCR de superposición a partir de p55PhoA6HisGS/N- con los oligonucleótidos: secuencia arriba-
EcoRV, Apal-BstEII-sup, BstEII-Apal-inf y secuencia abajo-MIul.  
Secuencias SEC ID Nº 20 a 23 de los oligonucleótidos utilizados: 5 
 

secuencia arriba-EcoRV 
SEC ID Nº 20: CATGAGCTGTCTTCGGTATC 
Apal-BstEII-sup 
SEC ID Nº 21: TAATGGTCCCGCTAACAGCGCGATTTGCTGATGACCCA  10 
BstEII-Apal-inf 
SEC ID Nº 22: TGGGTCATCAGCAAATCGCGCTGTTAGCGGGACCATTA  
secuencia abajo-MIul 
SEC ID Nº 23: GAACGAAGCGGCGTCGAAG  

 15 
Condiciones de las PCR 1 y PCR 2: 
 
Un μΙ (5 ng) de plásmido p55PhoA6HisGS/N-, 10 pmol de cada oligonucleótido (secuencia arriba-EcoRV y BstEII- 
Apal-inf para la PCR 1 y Apal-BstEII-sup y secuencia abajo-MIul para la PCR 2), 0,5 U de Dynazyme (a 94 ºC, 3 min; 
94 ºC, 45 s; a 60 ºC, 45 s; a 72 ºC, 45 s; 25 ciclos, después a 72 ºC, 10 min. Los productos de la PCR son 20 
purificados a partir de un gel de agarosa al 2 % (gel extraction Kit Quiagen, volumen final de 50 μΙ). 
 
Condiciones de la PCR 3 de superposición: 
 
Un μΙ de cada una de las PCR 1 y 2 y 0,5 U de Deep Vent, en un volumen final de 50 μΙ. Después de 5 ciclos (a 25 
94 ºC, 3 min; 94 ºC, 1 min; 60 ºC, 1 min; 72 ºC, 1,5 min) se añaden 10 pmol de cada oligonucleótido (secuencia 
arriba-EcoRV y secuencia abajo-Mlul) y la PCR se continúa durante 35 ciclos, después a 72 ºC, 10 min. El producto 
de la PCR 3 es purificado a partir de un gel de agarosa al 2 % (gel extraction Kit Quiagen, volumen final de 50 μΙ). 
 
La secuencia del fragmento de la PCR se realiza en un secuenciador ABI 310 mediante la utilización del oligo 5’ 30 
EcoRI-90. 
 
Clonación del fragmento de la PCR 3 en el plásmido p55PhoA6HisGS/N-. 
 
Se digieren treinta y cinco μΙ del fragmento de la PCR 3 y 5 μΙ (2,5 μg) de p55PhoA6HisGS/N- con 10 U de EcoRV y 35 
Mlul. Después de 16 h de incubación, las enzimas son destruidas 10 min a 65 ºC. Cada ADN se precipita a 
continuación y se resuspende en 20 μΙ de H2O. La ligación se realiza 16 h a 16 ºC con 5 μΙ del fragmento de la PCR, 
0,5 μΙ de vector y 3 U Weiss de ligasa T4 de ADN Biolabs en un volumen final de 10 μΙ. Se transforman bacterias 
TG1 competentes (técnica del CaCI2) con 5 μΙ de ligación. 
 40 
p55PhoA6HisGS-/NAB- 
 
(Figuras 10A y 11) 
 
Desfase del gen PhoA a nivel del sitio Eagl. 45 
 
Este desfase crea un sitio único Fsel. 
 
Se digieren cinco μΙ (2,5 μg) de p55PhoA6HisGS/NAB- con 10 U de Eagl. Después de 16 h de incubación, la enzima 
es destruida 10 min a 65 ºC. La mezcla de reacción se precipita a continuación y se resuspende en 20 μΙ de H2O. Se 50 
añaden una mezcla equimolar de dGTP y dCTP (33 μΜ final) y 2,5 U de fragmento Klenow exo- (BioIabs) en un 
volumen final de 50 μΙ, 15 min a 25 ºC. Se detiene la reacción con 2 μΙ de EDTA a 500 mM, 20 min a 75 ºC. La 
mezcla de reacción se precipita en etanol, se recoge con 5 μΙ de H2O y se liga con 3 U Weiss de ligasa T4 de ADN 
Biolabs en un volumen final de 10 μΙ. Se transforman bacterias TG1 competentes (técnica del CaCI2) con 5 μΙ de 
ligación. 55 
 
Este plásmido permite la clonación y la selección de los fragmentos de anticuerpos VH humanos mejor secretados. 
 
p55/MCS1 
 60 
(Figuras 10A y 11) 
 
Inserción de MCSI en p55PhoA6HisGS/NAB- entre los sitios Ncol y Hindlll mediante la utilización de los 
oligonucleótidos apareados 5’ MCSI y 3’ MCSI. 
Secuencias SEC ID Nº 24 y 25 de los oligonucleótidos utilizados: 65 
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5’ MCSI  
SEC ID Nº 24: 

 
 
3’ MCSI  5 
SEC ID Nº 25: 

 

 
 
Se digieren cinco μΙ (2,5 μg) del vector p55PhoA6HisGS/NAB- 6 h con 10 U de cada enzima Ncol y Hindlll. Se 10 
incuban diez pmol de cada uno de los oligonucleótidos 5’ MCSI y 3’ MCSI 5 min a 80 ºC, después la solución se deja 
enfriar lentamente hasta la temperatura ambiente. 
Ligación de 5 μΙ de vector con 1,2 μΙ del casete hibridado (5’ MCSI + 3’ MCSI) en presencia de 3 U Weiss de ligasa 
T4 de ADN Biolabs 1 h a la temperatura ambiente. La ligasa es destruida mediante su incubación 10 min a 65 ºC. Se 
añade de nuevo mezcla de reacción (2 h) de 90 μΙ, que contiene 10 U de Eagl para destruir el vector de origen. Esta 15 
mezcla se precipita con etanol y se recoge en 10 μΙ de H2O. Se transforman bacterias TG1 competentes (técnica del 
CaCI2) con la mezcla. 

 
p55Flag/RBS/35 
 20 
(Figuras 10A y 11) 
 
Inserción del motivo Flag/RBS/PelB35 en p55/MCSI entre los sitios Sfil y Sac2 mediante la utilización de los 
oligonucleótidos apareados 5’ Flag/RBS/35-sup y 3’ Flag/RBS/35-inf. Secuencias SEC ID Nº 26 y 27 de los 
oligonucleótidos utilizados: 25 
 

5’ Flag/RBS/35-sup  
SEC ID Nº 26: 

 

 30 
 

SEC ID Nº 117: 
 

 
 35 

3’ Flag/RBS/35-inf  
SEC ID Nº 27: 

 

 
 40 

SEC ID Nº 118 
 

 
 
La clonación se efectúa exactamente según las condiciones descritas previamente para la inserción de MCSI. 45 
Después de la ligación, la mezcla de reacción es digerida con 10 U de enzima Xhol. 
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p55Flag/RBS/35cmyc6HisGS 
 
(Figuras 10B y 11) 
 
Inserción del motivo c-myc-6HisGS en p55Flag/RBS/35 entre los sitios Notl y Hindlll mediante la utilización de los 5 
oligonucleótidos apareados 5’ c-myc-6HisGS y 3’ c-myc-6HisGS. Secuencias SEC ID Nº 28 y 29 de los 
oligonucleótidos utilizados: 
 
5’ c-myc-6HisGS  
SEC ID Nº 28: 10 
 

 
 
SEC ID Nº 29: 
3’ c-myc-6HisGS 15 
 

 
 
La clonación se efectúa exactamente según las condiciones descritas previamente para la inserción de MCSI. La 
mezcla de ligación es digerida con 10 U de enzima XbaL 20 
 
p55CKFIag/RBS/35cmyc6HisGS 
 
(Figuras 10B y 11) 
 25 
Inserción de la región constante ligera Ckappa de una inmunoglobulina en p55Flag/RBS/35cmyc6HisGS. 
Secuencias SEC ID Nº 30 y 31 de los oligonucleótidos utilizados: 
 

5’C 
SEC ID Nº 30: 30 

 

 
 

 
 35 

SEC ID Nº 119: 
 

 
 

3’ C 40 
SEC ID Nº 31: 

 

 
 
Amplificación del dominio C: 45 
 
Se purifican linfocitos B humanos mediante un gradiente de Ficoll a partir del bolsillo proporcionado por el LFB. A 
continuación se prepara el ARN total según el protocolo descrito en el párrafo 1.3.2. 
 
Hibridación: 50 
 
Se preincuba un μΙ de ARN total con 1 pmol de oligonucleótido 3’ C durante 10 min a 70 ºC en un volumen final de 
8 μΙ. La temperatura se disminuye lentamente (45 min) hasta 37 ºC. 
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Transcripción inversa: 
 
A los 8 μΙ se añaden 0,5 μΙ de RNAsine (20 U), 3 μΙ de tampón 5X (SuperScriptll, Invitrogen), 1 μΙ de DTT, 100 mM, 
2 μΙ de dNTP 10 mM y se incuba 10 min a 50 ºC. A continuación se añaden 0,75 μΙ de Superscript (150 U) y se 
continúa la incubación 30 min a 50 ºC y 15 min a 70 ºC. 5 
 
El ADNc obtenido es purificado con esferas (BioMag Carboxil Terminated, Polysciences) según las 
recomendaciones del proveedor. La elución final se realiza con 15 μΙ de Tris-acetato 10 mM a pH 7,8. 
 
Condiciones de la PCR 1 y 2: 10 
 
La PCR 1 se realiza con 1 μΙ de ADNc, 10 pmol de cada oligonucleótido 5’ C y 3’ C, 0,5 U de Dynazyme (a 94 ºC, 
3 min; a 94 ºC, 1 min; 60 ºC, 1 min; a 72 ºC, 1,5 min; 30 ciclos, después a 72 ºC, 10 min) en un volumen final de 50 
μΙ. 
 15 
La PCR 2 se lleva a cabo a partir de 1 μΙ de PCR 1 mediante la utilización de 0,5 U de Deep-Vent, (a 94 ºC, 3 min; a 
94 ºC, 45 s; a 60 ºC, 45 s; a 72 ºC, 45 s; 25 ciclos, después a 72 ºC, 5 min) en un volumen final de 50 μΙ. El producto 
de la PCR es purificado a partir de un gel de agarosa al 2 % (gel extraction Kit Quiagen, volumen final de 50 μΙ). 
 
El fragmento de la PCR es secuenciado antes de la clonación en ABI310 con los oligonucleótidos 5’ C y 3’ C. 20 
 
La clonación del dominio C se efectúa entre los sitios BstEII y Sacll de p55Flag/RBS/35cmyc6HisGS: 
 

Se digieren 20 μΙ del fragmento de la PCR 2 y 5 μΙ (2,5 μg) de p55Flag/RBS/35cmyc6HisGS con 10 U de BstEII y 
Sacll. Después de 16 h de incubación, las enzimas son destruidas 10 min a 65 ºC. A continuación cada ADN se 25 
precipita y se resuspende en 20 μΙ de H2O. 

 
La ligación se realiza 16 h a 16 ºC con 5 μΙ del fragmento de la PCR 2, 0,5 μΙ de vector y 3 U Weiss de Iigasa T4 de 
ADN Biolabs en un volumen final de 10 μΙ. Se transforman bacterias TG1 competentes (técnica del CaCI2) con 5 μΙ 
de ligación. 30 
 
p55CKFIag/RBS/35CH1y1cmyc6HisGS (pCCΗ1 1-TAG) 
 
(Figuras 10B y 11) 
 35 
Inserción de la región constante pesada CH1 de una inmunoglobulina de tipo IgG1 en 
P55CFlag/RBS/35cmyc6HisGS. 
Secuencias SEC ID Nº 32 a 35 de los oligonucleótidos utilizados: 
 

5’ CH11 40 
SEC ID Nº 32: 

 
CTCGAGGCGGCCCAGCCGGCCATGGCCGCTAGCACCAAGGGCCCATCGG 

 
3’ CH1 1  45 
SEC ID Nº 33: 

 
AAGCTTAAT CTAGAGCGGCCGCACAAGATTT GGGCT CAACTTT C 

 
BstEII-sup ID.  50 
SEC. Nº 34: 

 
CCCT CAGCAGCGTAGT GACCGTGCCCTCC 

 
BstEIMnf ID.  55 
SEC. Nº 35: 

 
GGAGGG CACGGTCACT ACG CTG CTGAGGG 

 
La amplificación del dominio CH1 1 se realiza mediante una PCR de superposición para destruir el sitio BstEII. 60 
 
La transcripción inversa se realiza exactamente como se describió anteriormente para la C, pero utilizando el 
oligonucleótido 3’ CH1 1. 
 
La PCR 1 después de la RT se realiza con 1 μΙ de ADNc, 10 pmol de cada oligonucleótido 5’ CH1 1 y 3’ CH1 1, 0,5 65 
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U de Dynazyme (a 94 ºC, 3 min; a 94 ºC, 1 min; a 60 ºC, 1 min; a 72 ºC, 1,5 min; 30 ciclos, después a 72 ºC, 10 min) 
en un volumen final de 50 μΙ. 
 
La PCR 2a se realiza a partir de 1 μΙ de la PCR 1, con los oligonucleótidos 5’ CH1 1 y BstEII-inf mediante la 
utilización de 0,5 U de Dynazyme (a 94 ºC, 3 min; a 94 ºC, 45 s; a 60 ºC, 45 s; a 72 ºC, 45 s; 25 ciclos, después a 5 
72 ºC, 5 min) en un volumen final de 50 μΙ. 
 
La PCR 2b se realiza a partir de 1 μΙ de la PCR 1, con los oligonucleótidos BstEII-sup y 3’ CH1 1 mediante la 
utilización de 0,5 U de Dynazyme (a 94 ºC, 3 min; a 94 ºC, 45 s; a 60 ºC, 45 s; a C72 ºC, 45 s; 25 ciclos, después a 
72 ºC, 5 min) en un volumen final de 50 μΙ. 10 
 
La PCR 3 se realiza a partir de un μΙ de cada PCR 2a y PCR 2b, con los oligonucleótidos 5’ CH1 1 y 3’ CH1 1, 
mediante la utilización de 0,5 U de Deep-Vent (a 94 ºC, 3 min; a 94 ºC, 45 s; a 60 ºC, 45 s; a 72 ºC, 45 s; 25 ciclos, 
después a 72 ºC, 5 min) en un volumen final de 50 μΙ. 
 15 
El producto de la PCR 3 es purificado a partir de un gel de agarosa al 2 % (gel extraction Kit Quiagen, volumen final 
de 50 μΙ). La secuencia del fragmento de la PCR 3 se realiza en un secuenciador ABI 310 mediante la utilización de 
los oligonucleótidos: 5’ CH1 1 y 3’ CH1 1. 
 
La clonación se realiza como se ha descrito para el dominio C pero entre los sitios Sfil y Notl de 20 
p55CKFIag/RBS/35cmyc6HisGS. 
 
El plásmido resultante se denomina más habitualmente: pCCH11-TAG, permite la producción de fragmentos de 
anticuerpo de tipo Fab en los que cada cadena posee una etiqueta (Figura 12A). 
 25 
p55CFlag/RBS/35CH1H1cmyc6HisGS (pCCΗ1H1-TAG) 
 
(Figuras 10B y 11) 
 
Inserción de la región constante pesada CH1 y de la región Hinge (H) de una inmunoglobulina de tipo IgG1 en 30 
p55CKFIag/RBS/35cmyc6HisGS. 
 
Las PCR 1, 2a, 2b y 3 se realizan exactamente como para la amplificación del dominio CH1 descrita anteriormente, 
sustituyendo el oligonucleótido 3’ C1 por el oligonucleótido 3’ CH1H1, cuya secuencia SEC ID Nº 36 se indica a 
continuación: 35 
 

3’ CH1H1  
SEC ID Nº 36: 

 

 40 
 
La clonación se realiza como se ha descrito para el dominio CH1H1 entre los sitios Sfil y Notl de 
p55CKFIag/RBS/35cmyc6HisGS. 
 
El plásmido resultante se denomina más habitualmente: pCCH1H1-TAG, permite la producción de fragmentos de 45 
anticuerpo de tipo F(ab’)2 en los que cada cadena posee una etiqueta (Figura 12A). 
 
p55CK/RBS/35CH11 (pCmCH11) 
 
(Figuras 10B y 11) 50 
 
Eliminación de las etiquetas Flag y c-myc-6hisGS del plásmido p55CKFIag/RBS/35CH11cmyc6HisGS mediante la 
sustitución del fragmento de ADN comprendido entre Sacll y Sfil por un nuevo casete mediante la utilización de los 
oligonucleótidos apareados 5’ RBS/35-sup y 3’ RBS/35-inf. 
 55 
Secuencias SEC ID Nº 37 y 38 de los oligonucleótidos utilizados: 
 

5’ RBS/35-sup  
SEC ID Nº 37: 

 60 
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SEC ID Nº 120: 
 

 
 

3’ RBS/35-inf  5 
SEC ID Nº 38: 

 

 
 

SEC ID Nº 121: 10 
 

 
 
La clonación se efectúa exactamente según las condiciones descritas para la inserción de MCSI. El plásmido 
resultante intermediario se denomina: p55C/RBS/35CH11cmyc6HisGS. 15 
 
El motivo c-myc-6HisGS es suprimido clonando de nuevo el dominio CH11 en p55C/RBS/35CH11cmyc6HisGS. 
 
Se utiliza una PCR amplificando a partir de 5 ng de plásmido p55CFIag/RBS/35CH11cmyc6HisGS el dominio 
CH11 con los oligonucleótidos 5’ CH11 y 3’ CH11-STOP. 20 
 
Secuencia SEC ID Nº 39 del oligonucleótido utilizado: 
 

3’ CH11-STOP  
SEC ID Nº 39: 25 

 
CATGCAGT CCCAAGCTT AACAAGATTT GGGCT CAACTTT C 

 
La clonación del fragmento de la PCR se realiza como se ha descrito para el dominio C pero entre los sitios Sfil y 
Hindlll del plásmido p55C/RBS/35CH11cmyc6HisGS. 30 
 
El plásmido resultante se denomina más habitualmente: pCCH11, permite la producción de fragmentos de 
anticuerpo de tipo Fab (Figura 12A). 
 
p55C/RBS/35CH1H1 (pCCΗ1Η1) 35 
 
(Figuras 10B y 11) 
 
Eliminación de las etiquetas Flag y c-myc-6hisGS del plásmido p55CFIag/RBS/35CH1H1cmyc6HisGS mediante la 
sustitución del fragmento de ADN comprendido entre Sacll y Sfil por un nuevo casete mediante la utilización de los 40 
oligonucleótidos apareados 5’ RBS/35-sup y 3’ RBS/35-inf descritos previamente. 
 
La clonación se efectúa exactamente según las condiciones descritas para la inserción de MCSI. El plásmido 
resultante intermediario se denomina: p55C/RBS/35CH1H1cmyc6HisGS. 
 45 
El motivo c-myc-6HisGS es suprimido clonando de nuevo el dominio CH1H1 en p55C/RBS/35CH1H1 
cmyc6HisGS. 
 
Se utiliza una PCR amplificando a partir a partir de 5 ng del plásmido p55CFIag/RBS/35CH1H1cmyc6HisGS el 
dominio CH1H1 con los oligonucleótidos 5’ CH11 y 3’ CH1H1-STOP. 50 
Secuencia SEC ID Nº 40 del oligonucleótido utilizado: 

 
3’ CH1H1-STOP  
SEC ID Nº 40: 

 55 
CAT GCAGT CCCAAGCTT AT GGGCACGGT GGGCAT GT GT G 
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La clonación del fragmento de la PCR se realiza entre los sitios Sfil y Hindlll como se ha descrito anteriormente, pero 
a partir del plásmido p55C/RBS/35CH1H1cmyc6HisGS. 
 
El plásmido resultante se denomina más habitualmente: pCCH1H1, permite la producción de fragmentos de 
anticuerpo de tipo F(ab’)2 (Figura 12A). 5 
 
P55C/RBS/35CH1HCH2CH31 (pMab1*) 
 
(Figuras 10B y 11) 
 10 
Inserción de la región constante pesada CH1, de la región Hinge (H) y de las regiones constantes CH2 y CH3 de 
una inmunoglobulina de tipo IgG1 en p55CFIag/RBS/35CH11cmyc6HisGS. 
 
Las PCR 1, 2a, 2b y 3 se realizaron exactamente como para la amplificación del dominio CH1 descrita anteriormente 
sustituyendo el oligonucleótido 3’ CH11 por el oligonucleótido 3’ Hindlll/H-CH2-CH3 cuya secuencia SEC ID Nº 41 15 
se indica a continuación: 
 

3’ HindIII/H-CH2-CH3  
SEC ID Nº 41: 

 20 
CCGCCAAAACAGCCAAGCTTATTTACCCGGAGACAGGGAG 

 
La clonación se realiza como se ha descrito para el dominio CH1 entre los sitios Sfil y Hindlll de 
p55CFIag/RBS/35CH11cmyc6HisGS. 
 25 
El plásmido resultante se denomina más habitualmente: pMAb1*, permite la producción de fragmentos de 
anticuerpo de tipo mAb* (Figura 12B). 
 
p55HCH2CH31cmyc6HisGS (pHCH2CH31-TAG) 
 30 
(Figuras 10B y 11) 
 
Inserción de la región Hinge (H) y de las regiones constantes CH2 y CH3 de una inmunoglobulina de tipo IgG1 entre 
los sitios BstEII y Notl de p55Flag/RBS/35cmyc6HisGS. 
 35 
La transcripción inversa se realiza exactamente como se ha descrito para C, pero mediante la utilización del 
oligonucleótido 3’ Notl/H-CH2-CH3. 
Secuencias SEC ID Nº 42 y 43 de los oligonucleótidos utilizados: 
 

5’ BstE2/H-CH2-CH3  40 
SEC ID Nº 42: 

 
CCGGCCAT GGCCCAGGT CACCGT CT CCT CAGACAAAACT CACACATGCCC 

 
3’ Notl/H-CH2-CH3  45 
SEC ID Nº 43: 

 
AAG CTT AAT CTAG AGCGGCCG CTTT ACCCGG AG ACAG G GAG 

 
La PCR después de la RT se realiza con 1 μΙ de ADNc, 10 pmol de cada oligonucleótido 5’ BstE2/H-CH2-CH3 y 3’ 50 
Notl/H-CH2-CH3, 0,5 U de Dynazyme (a 94 ºC, 3 min; a 94 ºC, 1 min; a 60 ºC, 1 min; a 72 ºC, 1,5 min; 30 ciclos, 
después a 72 ºC, 10 min) en un volumen final de 50 μΙ. 
 
El plásmido resultante se denomina más habitualmente: pHCH2CH3y1-TAG, permite la producción de fragmentos 
de anticuerpo de tipo (HCH2CH3)2 con una etiqueta en el extremo de CH3 (Figura 12B). 55 
 
p55HCH2CH31 (pHCH2CH31) 
 
(Figuras 10B y 11) 
 60 
Inserción de la región Hinge (H) y de las regiones constantes CH2 y CH3 de una inmunoglobulina de tipo IgG1 entre 
los sitios BstEII y Hindlll de p55Flag/RBS/35cmyc6HisGS. 
 
La transcripción inversa se realiza exactamente como se ha descrito para C, pero mediante la utilización del 
oligonucleótido 3’ Hindlll/H-CH2-CH3. 65 
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Secuencias SEC ID Nº 44 y 45 de los oligonucleótidos utilizados: 
 

5’ BstE2/H-CH2-CH3  
SEC ID Nº 44: 

 5 
CCGGCCAT GGCCCAGGT CACCGT CT CCT CAGACAAAACT CACACATGCCC  
 

3’ HindiII/H-CH2-CH3 
SEC ID Nº 45:  
CCGCCAAAACAGCCAAGCTTATTTACCCGGAGACAGGGAG 10 

 
La PCR después de la RT se realiza con 1 μΙ de ADNc, 10 pmol de cada oligonucleótido 5’ BstE2/H-CH2-CH3 y 3’ 
Hindlll/H-CH2-CH3, 0,5 U de Dynazyme (a 94 ºC, 3 min; a 94 ºC, 1 min; a 60 ºC, 1 min; a 72 ºC, 1,5 min; 30 ciclos, 
después a 72 ºC, 10 min) en un volumen final de 50 μΙ. 
 15 
El plásmido resultante se denomina más habitualmente: pHCH2CH31, permite la producción de fragmentos de 
anticuerpo de tipo (HCH2CH3)2 (Figura 12B). 
 
Clonación de los VHH 
 20 
En los diferentes formatos puede introducirse cualquier VHH entre los sitios únicos. 
Secuencia arriba de C: entre EcoRI y BstEII (o Kpnl) 
Secuencia arriba de CH1: entre Sfil y Nhel  
Secuencia arriba de H: EcoRI y BstEII 
A este efecto, se amplifican mediante una PCR los diferentes VHH con las parejas de oligonucleótidos 5’ y 3’ 25 
descritos a continuación:  
 
Secuencias SEC ID Nº 46 a 52 de los oligonucleótidos utilizados: 
 

5’ EcoRI-PelB55-PelBPHen  30 
 

SEC ID Nº 46: 
 

 
 35 

5’VH1-Sfi  
SEC ID Nº 47: 

 

 
 40 

5’VH2-Sfi  
SEC ID Nº 48: 

 

 
 45 

5’VH3-Sfi  
SEC ID Nº 49: 

 

 
 50 
5’VH4-Sfi  
SEC ID Nº 50: 
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3’ BstEIl/Kpnl  
SEC ID Nº 51: 

 
GGT GCAGCCACGGTACCT GAGGAGACGGTGACCTG 5 
 

3’BstE2/Nhel  
SEC ID Nº 52: 

 
GGGCCCTT GGTGCT AGCT G AGGAGACGGT GACCT G  10 
 
Producción, purificación y caracterización de los anticuerpos bio-específicos 
 
La producción y la purificación de los diferentes fragmentos de anticuerpo que poseen la etiqueta 6HisGS se realizan 
como se ha descrito previamente. Para la purificación de los fragmentos de anticuerpo sin etiqueta, la etapa de 15 
cromatografía en TALON es sustituida por una columna de intercambio iónico cuyas características (aniones o 
cationes) dependen de las características del fragmento de anticuerpo. 
 
En la Figura 13 se muestran geles de electroforesis. Los Fab’ y F(ab’)2 son purificados en una columna de cobalto, 
después en proteína G. Los diferentes fragmentos de anticuerpo se preparan a continuación en superdex 200 (o 20 
eventualmente en superdex 75). 
 
Método para el aislamiento de los VH humanos y la construcción de los vectores. 
 
El principio del método consiste en clonar los dominios VH humanos (aislados mediante una RT-PCR a partir del 25 
bolsillo de LFB) en el plásmido p55PhoA6FEsGS‘/NAB- (Figuras 10A y 11). Este plásmido posee el gen que codifica 
para la fosfatasa alcalina en una fase de lectura que no permite su expresión. La clonación de los VH restaura la 
fase de lectura de la fosfatasa alcalina y permite la producción de los VH fusionados secuencia arriba de la fosfatasa 
alcalina (banco VH-PhoA clonado en bacterias TG1). Los diferentes clones se producen a continuación en 
microplacas de 96 pocillos y la cinética de crecimiento de los diferentes clones se mide cada 30 min (DO 620 nm) 30 
directamente a partir de las microplacas. Así se seleccionan los clones cuyo crecimiento no ha sido alterado por la 
presencia de los VH. Los clones de las microplacas se replican y se conservan a -80 ºC. Después de 2 horas de 
inducción a 37 ºC, o de 16 horas de inducción a 30 ºC, a 24 ºC, incluso a 18 ºC, se detiene el crecimiento y la 
actividad de fosfatasa se mide directamente a partir de los sobrenadantes de los medios de cultivo. La actividad de 
fosfatasa se correlaciona a continuación directamente con el número de bacterias presentes en cada pocillo de las 35 
microplacas. 
 
La fosfatasa alcalina únicamente es activa si es secretada en el periplasma bacteriano en forma de dímero, con sus 
puentes de disulfuro correctamente formados. Esta metodología permite por lo tanto seleccionar los clones que 
producen la más grande cantidad de proteína de fusión VH-PhoA secretada en el medio de cultivo bacteriano. Así es 40 
posible seleccionar los VH que se han replicado correctamente y cuyo puente de disulfuro se ha formado 
correctamente, por lo tanto solubles. Los VH seleccionados servirán de matriz para intercambiar las CDR de los VH 
humanos por las CDR de los VHH de lamas descritas previamente. La elección del VH se realizará eligiendo el VH 
cuyos aminoácidos de las uniones de las CDR sean equivalentes a los de los VHH. 
 45 
Condiciones de la RT-PCR y de la PCR: 
 
Hibridación: 
 
Se preincuba un μΙ de ARN total (purificación descrita en el párrafo 1.3.2) con 1 pmol de oligonucleótidos (mezcla 50 
de: 3’ JH1-4-5; 3’ JH2; 3’ JH3 y 3’ JH6) durante 10 min a 70 ºC en un volumen final de 8 μΙ. La temperatura se 
disminuye lentamente (45 min) hasta 37 ºC. 
 
Transcripción inversa: 
 55 
A los 8 μΙ, se añaden 0,5 μΙ de RNAsine (20 U), 3 μΙ de tampón 5X (SuperScriptll, Invitrogen), 1 μΙ de DTT, 100 mM, 
2 μΙ de dNTP 10 mM y se incuba 10 min a 50 ºC. Se añaden a continuación 0,75 μΙ de Superscript (150 U) y la 
incubación se continúa 30 min a 50 ºC y 15 min a 70 ºC. 
 
El ADNc obtenido es purificado con esferas (BioMag Carboxil Terminated, Polysciences) según las 60 
recomendaciones del proveedor. La elución final se realiza con 15 μΙ de Tris-acetato 10 mM a pH 7,8. 
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La PCR 1 se realiza con 1 μΙ de ADNc (obtenido mediante una RT-PCR), 10 pmol de oligonucleótidos 5’ (0,625 pmol 
de cada oligonucleótido 5’ cuyas secuencias se indican más abajo) y 3’ (2,5 pmol de cada oligonucleótido 3’, cuyas 
secuencias se indican más abajo), 0,5 U de Dynazyme (a 95 ºC, 3 min; después a 95 ºC, 1 min; a 58 ºC, 1 min; a 
72 ºC, 1 min; durante 35 ciclos, después a 72 ºC, 10 min). Los productos de la PCR son depositados sobre un gel de 
agarosa al 2 % y se purifican las bandas correspondientes a los VH (gel extraction Kit Qiagen). 5 
 
La PCR 2 se realiza a partir de 1 μΙ de la PCR 1 diluida a 1/1.000, la misma cantidad de los oligonucleótidos 
descritos previamente, 0,5 U de Deep-Vent para un volumen final de 50 μΙ (a 94 ºC, 3 min; después a 94 ºC, 1 min; a 
70 ºC, 1 min; a 72 ºC, 1,5 min; durante 40 ciclos, después a 72 ºC, 10 min). Los fragmentos son purificados a partir 
de gel de agarosa al 2 % como se ha descrito previamente. 10 
Secuencias SEC ID Nº 53 a SEC ID Nº 72 de los oligonucleótidos utilizados: 
 

5’ VH1a  
SEC ID Nº 53: 

 15 
CG GCC CAG CCG GCC ATG GCC CAG GTG CAG CTG GTG CAG TCT GG 

 
5’ VH1b  
SEC ID Nº 54: 

 20 
CG GCC CAG CCG GCC ATG GCC CAG GT(CT) CAG CT(GT) GTG CAG TCT GG 

 
5’ VH1c  
SEC ID Nº 55: 

 25 
CG GCC CAG CCG GCC ATG GCC (CG)AG GTC CAG CTG GTA CAG TCT GG 

 
5’ VH1d  
SEC ID Nº 56: 

 30 
CG GCC CAG CCG GCC ATG GCC CA(GA) ATG CAG CTG GTG CAG TCT GG 

 
5’ VH2a  
SEC ID Nº 57: 

 35 
CG GCC CAG CCG GCC ATG GCC CAG GTC ACC TTG AAG GAG TCT GG 

 
5’ VH2b  
SEC ID Nº 58: 

 40 
CG GCC CAG CCG GCC ATG GCC CAG ATC ACC TTG AAG GAG TCT GG 

 
5’ VH3a  
SEC ID Nº 59: 

 45 
CG GCC CAG CCG GCC ATG GCC GAG GTG CAG CTG GTG GAG TCT GG 

 
5’ VH3b  
SEC ID Nº 60: 

 50 
CG GCC CAG CCG GCC ATG GCC GAA GTG CAG CTG GTG GAG TCT GG 

 
5’ VH3c  
SEC ID Nº 61: 

 55 
CG GCC CAG CCG GCC ATG GCC CAG GTG CAG CTG GTG GAG TCT GG 

 
5’ VH3d  
SEC ID Nº 62: 

 60 
CG GCC CAG CCG GCC ATG GCC GAG GTG CAG CTG GTG GAG (AT)C(TC) (GC)G 

 
5’ VH4a  
SEC ID Nº 63: 
 65 

CG GCC CAG CCG GCC ATG GCC CAG GTG CAG CTG CAG GAG TCG GG 
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5’VH4b  
SEC ID Nº 64: 

 
CG GCC CAG CCG GCC ATG GCC CAG CTG CAG CTG CAG GAG TC(GC) GG 

 5 
5’ VH4c  
SEC ID Nº 65: 

 
CG GCC CAG CCG GCC ATG GCC CAG GTG CAG CTA CAG CAG TGG GG 
 10 

5’ VH5a  
SEC ID Nº 66: 

 
CG GCC CAG CCG GCC ATG GCC GA(GA) GTG CAG CTG GTG CAG TCT GG 

 15 
5’ VH6a  
SEC ID Nº 67: 

 
CG GCC CAG CCG GCC ATG GCC CAG) GTA CAG CTG CAG CAG TCA GG 

 20 
5’ VH7a  
SEC ID Nº 68: 

 
CG GCC CAG CCG GCC ATG GCC CAG GTG CAG CTG GTG CAA TCT GG 

 25 
3’JHI-4-5  
SEC ID Nº 69: 

 
GTC TAG ACG TCC CCC CGG GGA GGA GAC GGT GAC CAG GG  

 30 
3’ JH2 
SEC ID Nº 70: 

 
GTC TAG ACG TCC CCC CGG GGA GGA GAC AGT GAC CAG GG  

 35 
3’ JH3 
SEC ID Nº 71: 

 
GTC TAG ACG TCC CCC CGG GGA AGA GAC GGT GAC CAT TG  

 40 
3’ JH6 
SEC ID Nº 72: 

 
GTC TAG ACG TCC CCC CGG GGA GGA GAC GGT GAC CGT GG 

 45 
Los diferentes fragmentos de PCR purificados son digeridos con 10 U de Ncol y Xmal e insertados en el vector de 
clonación p55/PhoA6HisGSVNAB- mediante ligación. La mezcla de ligación es digerida con Fsel antes de la 
transformación de las bacterias. La transformación se realiza mediante electroporación con bacterias TG1 
electrocompetentes. Los clones poseen un dominio VH insertado que restaura la actividad de fosfatasa (colonias 
azules). 50 
 
Producción en microplaca de 96 o de 384 pocillos: 
 
Controles: control negativo del medio (2YT / 100 μg/ml de ampicilina), control negativo del vector p55/PhoA6HisGS-

/NAB-, control positivo del vector p55PhoA6HisGS/NAB-. 55 
 
Distribución de 150 o de 40 μl de medio de cultivo (2YT / 100 μg/ml de ampicilina) por pocillo (Nunclon Surface, 
Nunc). Se inocula cada pocillo con una colonia aislada azul con un mondadientes o una pipeta celular (Qpix), 
después se precinta la placa con una hoja adhesiva estéril. Se hace crecer 16 h a 37 ºC o a 30 ºC en una 
incubadora de placas IEMS Thermo con agitación a 900 rpm, después se realiza una réplica de la microplaca 60 
"madre" con un replicador de 96 o de 384 pocillos en una microplaca que contiene 150 o 40 μΙ de 2YT / 100 μg/ml de 
ampicilina, después se precinta con una hoja adhesiva estéril (después de la réplica, se añaden en la microplaca 
madre 37,5 o 10 μΙ de glicerol al 80 % por pocillo y se conservan a -80 ºC). Después de 3 h de cultivo 
(aproximadamente una DO 620 nm de 0,5) se induce 16 h con 100 μΜ de ITPG final. La DO a 620 nm se mide al 
final de la inducción. 65 
 

ES 2 544 237 T3

 



28 

Cuantificación de la actividad de fosfatasa alcalina: 
 
Se toman 10 μΙ del cultivo total (células + medio de cultivo) y 10 μΙ del sobrenadante de cultivo (para esto se 
centrifuga 3 min a 910 g). A cada muestra se añaden 65 μΙ de Tris-HCI 10 mM a pH 8,0 y se añaden 25 μΙ de PNPP 
(fosfato de paranitrofenilo) a 1 mg/ml en (dietanolamina a pH 9,8 (HCl); MgCI2 0,5 mM). Después de 30 min de 5 
reacción con agitación, se mide la DO a 405 nm. 
 
La actividad de fosfatasa alcalina medida a 405 nm se indica según el número de células (se mide la DO 620 nm) 
contenidas en cada pocillo al final de la inducción. Cada actividad de fosfatasa de los clones que expresan un VH 
fusionado a la fosfatasa alcalina, se compara con la del control positivo (fosfatasa alcalina no fusionada producida 10 
por p55PhoA6HisGS/NAB-). Únicamente se consideran los clones que presentan una actividad igual o superior a la 
del control, y se secuencian con los oligonucleótidos 5’ EcoRI-90 y 3’ inf-Pstl+71 (secuencia del oligonucleótido 3’ 
inf-Pstl+71: GTTAAACGGCGAGCACCG). 
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Listado de secuencias 
 40 
<110> CENTRE NATIONAL DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE (CNRS) INSTITUT NATIONAL DE LA SANTE ET 
DE LA RECHERCHE MEDÍCALE (INSERM) 
 
<120> PRODUCCIÓN DE FORMATOS DE ANTICUERPOS Y APLICACIONES INMUNOLÓGICAS DE ESTOS 
FORMATOS 45 
 
<130>CP/BB 61296-2051 
 
<140>FR04 13 433 
<141> 16-12-2004 50 
 
<170> Patentln versión 3.1 
 
<210> 1 
<211>21 55 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Oligonucleótido 60 
 
<400> 1 
cgccatcaag gtaccagttg a  21 
 
<210>2 65 
<211> 23 
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<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Oligonucleótido 5 
 
<400> 2 
ggtacgtgct gttgaactgt tcc  23 
 
<210>3 10 
<211> 26 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 15 
<223> Oligonucleótido 
 
<400> 3 
ggagctgggg tcttcgctgt ggtgcg 26 
 20 
<210>4 
<211> 57 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 25 
<220> 
<223> Oligonucleótido 
 
<400> 4 
catgccatga ctcgcggccc agccggccat ggcccaggtg cagctggtgc agtctgg  57 30 
 
<210>5 
<211> 26 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 35 
 
<220> 
<223> Oligonucleótido 
 
<400> 5 40 
tggttgtggt tttggtgtct tgggtt  26 
 
<210>6 
<211> 57 
<212> ADN 45 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Oligonucleótido 
 50 
<400> 6 
catgccatga ctcgcggccc agccggccat ggcccaggtc accttgaagg agtctgg  57 
 
<210>7 
<211> 57 55 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Oligonucleótido 60 
 
<400> 7 
catgccatga ctcgcggccc agccggccat ggccgaggtg cagctggtgg agtctgg   57 
 
<210>8 65 
<211> 57 
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<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Oligonucleótido 5 
 
<400> 8 
catgccatga ctcgcggccc agccggccat ggcccaggtg cagctgcagg agtcggg  57 
 
<210>9 10 
<211> 41 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 15 
<223> Oligonucleótido 
 
<400> 9 
cacgattctg cggccgctga ggagacaggt gacctgggtc c  41 
 20 
<210> 10 
<211> 44 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 25 
<220> 
<223> Oligonucleótido 
 
<400> 10 
ctttactatt ctcacggcca tggcggccga ggtgcagctg gtgg  44 30 
 
<210> 11 
<211 > 72 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 35 
 
<220> 
<223> Oligonucleótido 
 
<400> 11 40 
 

 
 
<210> 12 
<211> 25 45 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Plásmido 50 
 
<400> 12 
gcgccgacat cataacggtt ctggc 25 
 
<210> 13 55 
<211> 17 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 60 
<223> Plásmido 
 
<400> 13 
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cgctactgcc gccaggc  17 
 
<210> 14 
<211> 19 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Oligonucleótido 
 10 
<400> 14 
ggcacatgtg acctcgcgc  19 
 
<210> 15 
<211> 22 15 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Oligonucleótido 20 
 
<400> 15 
gcaacgtacc acggcaatat cg  22 
 
<210> 16 25 
<211>22 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 30 
<223> Oligonucleótido 
 
<400> 16 
cgatattgcc gtggtacgtt ge  22 
 35 
<210> 17 
<211>22 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 40 
<220> 
<223> Oligonucleótido 
 
<400> 17 
gccatctttg gtatttagcg ce  22 45 
 
<210> 18 
<211>23 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 50 
 
<220> 
<223> Oligonucleótido 
 
<400> 18 55 
ccatggcggc cgatcctcga gag 23 
 
<210> 19 
<211>67 
<212> ADN 60 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Oligonucleótido 
 65 
<400> 19 
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<210>20 
<211> 20 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Oligonucleótido 
 10 
<400> 20 
catgagctgt cttcggtatc  20 
 
<210> 21 
<211> 38 15 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Oligonucleótido 20 
 
<400> 21 
taatggtccc gctaacagcg cgatttgctg atgaccca  38 
 
<210>22 25 
<211> 38 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 30 
<223> Oligonucleótido 
 
<400> 22 
tgggtcatca gcaaatcgcg ctgttagcgg gaccatta  38 
 35 
<210>23 
<211> 19 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 40 
<220> 
<223> Oligonucleótido 
 
<400> 23 
gaacgaagcg gcgtcgaag  19 45 
 
<210>24 
<211> 84 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 50 
 
<220> 
<223> Oligonucleótido 
 
<400> 24 55 
 

 
 
<210>25 
<211> 84 60 
<212> ADN 

ES 2 544 237 T3

 



33 

<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Oligonucleótido 
 5 
<400> 25 
 

 
 
<210>26 10 
<211> 119 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 15 
<223> Oligonucleótido 
 
<400> 26 
 

 20 
 
<210>27 
<211> 118 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 25 
 
<220> 
<223> Oligonucleótido 
 
<400> 27 30 
 

 
 
<210>28 <211> 75 
<212> ADN 35 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Oligonucleótido 
 40 
<400> 28 
 

 
 
<210>29 45 
<211> 75 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 50 
<223> Oligonucleótido 
 
<400> 29 
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<210> 30 
<211> 59 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Oligonucleótido 

 10 
<400> 30 
ggggccaggg gacccaggtc accgtctcct caggtaccgt ggctgcacca tctgtcttc  59 
 
<210> 31 
<211> 57 15 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Oligonucleótido 20 

 
<400> 31 
cgtcatcgtc tttgtaatca cctgcacact ctccgcggtt gaagctcttt gtcaccg  57 
 
<210>32 25 
<211> 49 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 30 
<223> Oligonucleótido 

 
<400> 32 
ctcgaggcgg cccagccggc catggccgct agcaccaagg gcccatcgg  49 
 35 
<210>33 
<211> 44 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 40 
<220> 
<223> Oligonucleótido 

 
<400> 33 
aagcttaatc tagagcggcc gcacaagatt tgggctcaac tttc  44 45 
 
<210>34 
<211> 29 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 50 

 
<220> 
<223> Oligonucleótido 

 
<400> 34 55 
ccctcagcag cgtagtgacc gtgccctcc  29 

 
<210>35 
<211>29 
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<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Oligonucleótido 5 

 
<400> 35 
ggagggcacg gtcactacgc tgctgaggg  29 

 
<210>36 10 
<211> 74 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 15 
<223> Oligonucleótido 

 
<400> 36 

 

 20 
 
<210>37 
<211>89 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 25 

 
<220> 
<223> Oligonucleótido 

 
<400> 37 30 

 

 
 
<210>38 
<211> 88 35 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Oligonucleótido 40 

 
<400> 38 

 

 
 45 
<210>39 
<211> 40 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 50 
<220> 
<223> Oligonucleótido 

 
<400> 39 
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catgcagtcc caagcttaac aagatttggg ctcaactttc  40 

 
<210>40 
<211> 39 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Oligonucleótido 

 10 
<400> 40 
catgcagtcc caagcttatg ggcacggtgg gcatgtgtg  39 
<210> 41 <211> 40 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 15 
<220> 
<223> Oligonucleótido 
<400> 41 
ccgccaaaac agccaagctt atttacccgg agacagggag  40 

 20 
<210>42 
<211> 50 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 25 
<220> 
<223> Oligonucleótido 

 
<400> 42 
ccggccatgg cccaggtcac cgtctcctca gacaaaactc acacatgccc  50 30 
<210>43 
<211> 41 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 35 
<220> 
<223> Oligonucleótido 

 
<400> 43 
aagcttaatc tagagcggcc gctttacccg gagacaggga g  41 40 

 
<210>44 
<211> 50 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 45 

 
<220> 
<223> Oligonucleótido 

 
<400> 44 50 
ccggccatgg cccaggtcac cgtctcctca gacaaaactc acacatgccc  50 
 
<210>45 
<211> 40 
<212> ADN 55 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Oligonucleótido 

 60 
<400> 45 
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ccgccaaaac agccaagctt atttacccgg agacagggag  40 

 
<210>46 
<211> 95 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Oligonucleótido 

 10 
<400> 46 

 

 
 
<210>47 15 
<211> 57 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 20 
<223> Oligonucleótido 

 
<400> 47 
catgccatga ctcgcggccc agccggccat ggcccaggtg cagctggtgc agtctgg  57 

 25 
<210>48 
<211> 57 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 30 
<220> 
<223> Oligonucleótido 

 
<400> 48 
catgccatga ctcgcggccc agccggccat ggcccaggtc accttgaagg agtctgg  57 35 

 
<210>49 
<211> 57 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 40 

 
<220> 
<223> Oligonucleótido 

 
<400> 49 45 
catgccatga ctcgcggccc agccggccat ggccgaggtg cagctggtgg agtctgg  57 

 
<210>50 
<211>57 
<212> ADN 50 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Oligonucleótido 

 55 
<400> 50 
catgccatga ctcgcggccc agccggccat ggcccaggtg cagctgcagg agtcggg  57 
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<210> 51 
<211>35 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 5 
<220> 
<223> Oligonucleótido 

 
<400> 51 
ggtgcagcca cggtacctga ggagacggtg acctg  35 10 

 
<210>52 
<211>35 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 15 

 
<220> 
<223> Oligonucleótido 

 
<400> 52 20 
gggcccttgg tgctagctga ggagacggtg acctg  35 

 
<210>53 
<211>43 
<212> ADN 25 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Oligonucleótido 

 30 
<400> 53 
cggcccagcc ggccatggcc caggtgcagc tggtgcagtc tgg  43 

 
<210>54 
<211>45 35 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Oligonucleótido 40 

 
<400> 54 
cggcccagcc ggccatggcc caggtctcag ctgtgtgcag tctgg  45 

 
<210>55 45 
<211> 44 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 50 
<223> Oligonucleótido 

 
<400> 55 
cggcccagcc ggccatggcc cgaggtccag ctggtacagt ctgg  44 

 55 
<210>56 
<211> 44 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 60 
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<220> 
<223> Oligonucleótido 

 
<400> 56 
cggcccagcc ggccatggcc cagaatgcag ctggtgcagt ctgg  44 5 

 
<210>57 
<211> 43 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 10 

 
<220> 
<223> Oligonucleótido 

 
<400> 57 15 
cggcccagcc ggccatggcc caggtcacct tgaaggagtc tgg  43 

 
<210>58 
<211> 43 
<212> ADN 20 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Oligonucleótido 

 25 
<400> 58 
cggcccagcc ggccatggcc cagatcacct tgaaggagtc tgg  43 

 
<210>59 
<211> 43 30 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Oligonucleótido 35 

 
<400> 59 
cggcccagcc ggccatggcc gaggtgcagc tggtggagtc tgg  43 

 
<210>60 40 
<211> 43 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 45 
<223> Oligonucleótido 

 
<400> 60 
cggcccagcc ggccatggcc gaagtgcagc tggtggagtc tgg  43 

 50 
<210> 61 
<211> 43 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 55 
<220> 
<223> Oligonucleótido 

 
<400> 61 
cggcccagcc ggccatggcc caggtgcagc tggtggagtc tgg  43 60 
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<210>62 
<211> 46 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 5 
<220> 
<223> Oligonucleótido 

 
<400> 62 
cg.gcccagcc ggccatggcc gaggtgcagc tggtggagat ctcgcg 46 10 

 
<210>63 
<211> 43 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 15 

 
<220> 
<223> Oligonucleótido 

 
<400> 63 20 
cggcccagcc ggccatggcc caggtgcagc tgcaggagtc ggg  43 

 
<210>64 
<211> 44 
<212> ADN 25 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Oligonucleótido 

 30 
<400> 64 
cggcccagcc ggccatggcc cagctgcagc tgcaggagtc gcgg  44 

 
<210>65 
<211> 43 35 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Oligonucleótido 40 

 
<400> 65 
cggcccagcc ggccatggcc caggtgcagc tacagcagtg ggg  43 

 
<210>66 45 
<211> 44 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 50 
<223> Oligonucleótido 

 
<400> 66 
cggcccagcc ggccatggcc gagagtgcag ctggtgcagt ctgg  44 

 55 
<210>67 
<211> 43 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 60 
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<220> 
<223> Oligonucleótido 

 
<400> 67 
cggcccagcc ggccatggcc caggtacagc tgcagcagtc agg  43 5 

 
<210>68 
<211> 43 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 10 

 
<220> 
<223> Oligonucleótido 

 
<400> 68 15 
cggcccagcc ggccatggcc caggtgcagc tggtgcaatc tgg  43 

 
<210>69 
<211> 38 
<212> ADN 20 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Oligonucleótido 

 25 
<400> 69 

 
gtctagacgt ccccccgggg aggagacggt gaccaggg  38 

 
<210>70 30 
<211> 38 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 35 
<223> Oligonucleótido 

 
<400> 70 
gtctagacgt ccccccgggg aggagacagt gaccaggg  38 

 40 
<210> 71 
<211> 38 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 45 
<220> 
<223> Oligonucleótido 

 
<400> 71 
gtctagacgt ccccccgggg aagagacggt gaccattg   38 50 

 
<210>72 
<211> 38 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 55 

 
<220> 
<223> Oligonucleótido 

 
<400> 72 60 
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gtctagacgt ccccccgggg aggagacggt gaccgtgg   38 

 
<210>73 
<211> 126 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Aminoácido 

 10 
<220> 
<221>MISC_FEATURE 
<222>(35)..(37) 
<223> Aminoácido desconocido 

 15 
<220> 
<221>MISC_FEATURE 
<222>(55)..(57) 
<223> Aminoácido desconocido 

 20 
<220> 
<221>MISC_FEATURE 
<222>(109)..(113) 
<223> Aminoácido desconocido 

 25 
<400> 73 
 
 

 
 30 
<210>74 
<211> 126 
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<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Aminoácido 5 
 
<220> 
<221>MISC_FEATURE 
<222>(36)..(37) 
<223> Aminoácido desconocido 10 
 
<220> 
<221>MISC_FEATURE 
<222>(56)..(57) 
<223> Aminoácido desconocido 15 
 
<400> 74 
 

 
 20 
<210>75 
<211> 126 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 25 
<220> 
<223> Aminoácido 
 
<220> 
<221>MISC_FEATURE 30 
<222>(35)..(37) 
<223> Aminoácido desconocido 
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<220> 
<221>MISC_FEATURE 
<222>(55)..(57) 
<223> Aminoácido desconocido 
 5 
<220> 
<221>MISC_FEATURE 
<222>(113)..(113) 
<223> Aminoácido desconocido 
 10 
<400> 75 
 

 
 
<210>76 15 
<211> 126 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 20 
<223> Aminoácido 
 
<220> 
<221>MISC_FEATURE 
<222>(35)..(37) 25 
<223> Aminoácido desconocido 
 
<220> 
<221>MISC_FEATURE 
<222>(55)..(57) 30 
<223> Aminoácido desconocido 
 
<220> 
<221>MISC_FEATURE 
<222>(113)..(113) 35 
<223> Aminoácido desconocido 
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<400> 76 
 

 
 
<210>77 5 
<211> 126 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 10 
<223> Aminoácido 
 
<220> 
<221>MISC_FEATURE 
<222>(36)..(37) 15 
<223> Aminoácido desconocido 
 
<220> 
<221>MISC_FEATURE 
<222>(56)..(57) 20 
<223> Aminoácido desconocido 
 
<220> 
<221>MISC_FEATURE <222> (111)..(113) 
<223> Aminoácido desconocido 25 
 
<400> 77 
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<210>78 
<211> 126 5 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Aminoácido 10 
 
<220> 
<221>MISC_FEATURE 
<222>(36)..(37) 
<223> Aminoácido desconocido 15 
 
<220> 
<221>MISC_FEATURE 
<222>(57)..(57) 
<223> Aminoácido desconocido 20 
 
<220> 
<221>MISC_FEATURE 
<222> (111)..(113) 
<223> Aminoácido desconocido 25 
 
<400> 78 
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<210>79 
<211> 126 5 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Aminoácido 10 
 
<220> 
<221>MISC_FEATURE 
<222>(36)..(37) 
<223> Aminoácido desconocido 15 
 
<220> 
<221>MISC_FEATURE 
<222>(57)..(57) 
<223> Aminoácido desconocido 20 
 
<220> 
<221>MISC_FEATURE 
<222>(111)..(113) 
<223> Aminoácido desconocido 25 
 
<400> 79 
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<210> 80 
<211> 126 5 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Aminoácido 10 
 
<220> 
<221>MISC_FEATURE 
<222>(36)..(37) 
<223> Aminoácido desconocido 15 
 
<220> 
<221>MISC_FEATURE 
<222>(57)..(57) 
<223> Aminoácido desconocido 20 
 
<220> 
<221>MISC_FEATURE <222> (111)..(113) 
<223> Aminoácido desconocido 
 25 
<400> 80 
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<210> 81 
<211> 345 5 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Nucleótido 10 
 
<400> 81 
 

 
 15 
<210>82 <211> 366 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 20 
<223> Nucleótido 
 
<400> 82 
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<210> 83 
<211> 357 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Nucleótido 
 10 
<400> 83 
 

 
 
<210>84 15 
<211> 357 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 20 
<223> Nucleótido 
 
<400> 84 
 

 25 
 
<210>85 
<211> 357 
<212> ADN 

30 
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<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Nucleótido 
 5 
<400> 85 
 

 
 

<210>86 10 
<211> 360 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 15 
<223> Nucleótido 
 
<400> 86 
 

 20 
 
<210>87 
<211> 360 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 25 
 
<220> 
<223> Nucleótido 
 
<400> 87 30 
 

 
 
<210> 88 
<211> 360 35 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
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<220> 
<223> Nucleótido 
 
<400> 88 
 5 

 
 
<210>89 
<211> 6715 
<212> ADN 10 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Plásmido 
 15 
<400> 89 
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<210> 90  
<211> 6715 5 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Plásmido 10 
 
<400> 90 
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<210> 91 
<211> 6721 5 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Plásmido 10 
 
<400> 91 
 

 
15 
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<210> 92 
<211>5400 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Plásmido 
 10 
<400> 92 
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<210> 93 
<211>5500 5 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Plásmido 10 
 
<400> 93 
 

 
15 
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<210>94 
<211>5560 5 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Plásmido 10 
 
<400> 94 
 

 
15 
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ES 2 544 237 T3

 



70 
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<210>95 
<211> 6099 5 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Plásmido 10 
 
<400> 95 
 

 
15 
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<210> 96 
<211> 6024 5 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Plásmido 10 
 
<400> 96 
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<210>97 
<211> 5866 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Plásmido 
 10 
<400> 97 
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<210> 98 
<211> 6109 5 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Plásmido 10 
 
<400> 98 
 

 
15 
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84 

 

 
 
<210> 99 
<211> 6199 5 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Plásmido 10 
 
<400> 99 
 

 
15 
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86 
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<210> 100 
<211> 6064 5 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Plásmido 10 
 
<400> 100 
 

 
15 
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89 
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90 

 

 
 
<210> 101 
<211> 6094 5 
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<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Plásmido 5 
 
<400> 101 
 

 
10 

ES 2 544 237 T3

 



92 
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<210> 102 
<211> 6745 5 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Plásmido 10 
 
<400> 102 
 

 
15 
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<210> 103 
<211> 126 5 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Aminoácido 10 
 
<220> 
<221>MISC_FEATURE 
<222>(35)..(37) 
<223> Aminoácido desconocido 15 
 
<220> 
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<221>MISC_FEATURE 
<222>(55)..(57) 
<223> Aminoácido desconocido 
 
<220> 5 
<221>MISC_FEATURE 
<222>(109)..(113) 
<223> Aminoácido desconocido 
 
<400> 103 10 
 

 
 
<210> 104 
<211> 126 15 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Aminoácido 20 
 
<220> 
<221>MISC_FEATURE 
<222>(36)..(37) 
<223> Aminoácido desconocido 25 
 
<220> 
<221>MISC_FEATURE 
<222>(56)..(57) 
<223> Aminoácido desconocido 30 
 
<400> 104 
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<210> 105 
<211> 126 5 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Aminoácido 10 
 
<220> 
<221>MISC_FEATURE 
<222>(36)..(37) 
<223> Aminoácido desconocido 15 
 
<220> 
<221>MISC_FEATURE 
<222>(57)..(57) 
<223> Aminoácido desconocido 20 
 
<220> 
<221> MISC_FEATURE  
<222> (111)..(113) 
<223> Aminoácido desconocido 25 
 
<400> 105 
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<210> 106 
<211> 345 5 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Nucleótido 10 
 
<400> 106 
 

 
 15 
<210> 107 
<211> 366 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 20 
<220> 
<223> Nucleótido 
 
<400> 107 

25 
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<210> 108 
<211> 360 5 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Nucleótido 10 
 
<400> 108 
 

 
 15 
<210> 109 
<211>5500 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 20 
<220> 
<223> Plásmido 
 
<400> 109 
 25 
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<210> 110 
<211>5560 5 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Plásmido 10 
 
<400> 110 
 

 
15 
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<210> 111 
<211> 5866 5 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Plásmido 10 
 
<400> 111 
 

 
15 
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ES 2 544 237 T3

 



111 

 
<210> 112 
<211> 6169 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 5 
 
<220> 
<223> Plásmido 
 
<400> 112 10 
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<210> 113 
<211> 6199 5 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Plásmido 10 
 
<400> 113 
 

 
15 
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<210> 114 
<211> 6064 5 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 

10 
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<223> Plásmido 
 
<400> 114 
 

 5 
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<210> 115 
<211> 6094 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Plásmido 
 10 
<400> 115 
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<210> 116 
<211>6745 5 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Plásmido 10 
 
<400> 116 
 

 
15 
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<210> 117 
<211> 119 5 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
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<220> 
<223> Oligonucleótido 
 
<400> 117 
 5 

 
 
<210> 118 
<211> 118 
<212> ADN 10 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Oligonucleótido 
 15 
<400> 118 
 

 
 
<210> 119 20 
<211> 59 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 25 
<223> Oligonucleótido 
 
<400> 119 
ggggccaggg gacccaggtc accgtctcct cacgtacggt ggctgcacca tctgtcttc  59 
 30 
<210> 120 
<211> 89 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 35 
<220> 
<223> Oligonucleótido 
 
<400> 120 
 40 

 
 
<210> 121  
<211> 88 
<212> ADN 45 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Oligonucleótido 
 50 
<400> 121 
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REIVINDICACIONES 
 
1. Formatos de anticuerpo, caracterizados por que comprenden todos o parte de los dominios de VHH o de VHH 
humanizados, fusionados a las regiones constantes de anticuerpos humanos, por que son de tipo Fab y 
comprenden, en asociación, dos dominios VHH diferentes, o dos dominios VH humanos sobre los cuales se insertan 5 
las CDRs de los VHH, estando uno de los dominios fusionado a la región constante C o C humana, el otro a la 
región CH1 de una inmunoglobulina, y por que son de tipo biespecífico / monovalente o biepitópico / monovalente. 
 
2. Formatos de anticuerpo según la reivindicación 1, caracterizados por que la inmunoglobulina es una IgG 
correspondiente a una isoforma IgG1, lgG2, lgG3 o lgG4 humana, o una IgA humana correspondiente a una 10 
isoforma IgA1 o IgA2. 
 
3. Formatos según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, caracterizados por que comprenden los 
fragmentos anti-CD16 o anti-CEA que responden a una secuencia de aminoácidos elegida de entre el grupo que 
comprende, respectivamente, las secuencias SEC ID Nº 73, SEC ID Nº 74, SEC ID Nº 75, SEC ID Nº 76, SEC ID Nº 15 
103 y SEC ID Nº 104 o SEC ID Nº 77, SEC ID Nº 78, SEC ID Nº 79, SEC ID Nº 80 y SEC ID Nº 105. 
 
4. Anticuerpos quimerizados o humanizados, multiespecíficos y/o multivalentes productos a partir de los formatos de 
anticuerpos según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, para su utilización en inmunoterapia o en 
inmunodiagnóstico in vivo, con la exclusión de la inmunización de seres humanos. 20 
 
5. Procedimiento de producción de anticuerpos quimerizados o humanizados, multiespecíficos y/o multivalentes para 
la inmunoterapia o el inmunodiagnóstico, caracterizado por que comprende la utilización de formatos de 
anticuerpos según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, con la exclusión de la inmunización de seres 
humanos, comprendiendo dicho formatos VHH de camélidos, particularmente de lamas, anti-CEA y anti-CD16, y 25 
siendo dichos dominios variables de VHH anti-CEA y anti-CD16 ventajosamente productos según un protocolo que 
comprende: 
 

- la inmunización de camélidos, particularmente de lamas con, como inmunógeno, un CEA o un CD 16, 
- la purificación de los linfocitos B recuperados a partir de la sangre, 30 
- la construcción de banco de VHH, y 
- el aislamiento de los VHH a partir del banco. 

 
6. Procedimiento según la reivindicación 5, caracterizado por que la construcción del banco comprende: 
 35 

- la extracción de los ARN totales de los linfocitos B, 
- la transcripción inversa de los ARN para la obtención de los ADNc correspondientes, 
- la amplificación mediante una PCR de los genes que codifican para las regiones variables de los anticuerpos 
simples de cadena pesada anti-CD 16 y anti-CEA, 
- la ligación de los fragmentos de ADN de los VHH obtenidos mediante la ruptura con enzimas de los ADN 40 
amplificados con un fagémido. 

 
7. Procedimiento según una cualquiera de las reivindicaciones 5 o 6, caracterizado por que los VHH son aislados a 
partir de los bancos mediante la técnica de phage display y purificados. 
 45 
8. Procedimiento según una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 7, caracterizado por que los genes de los VHH 
seleccionados son introducidos en vectores de expresión, particularmente en plásmidos, para la producción de los 
formatos según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3. 
 
9. Vectores de expresión, particularmente plásmidos, de los formatos de anticuerpos según una cualquiera de las 50 
reivindicaciones 1 a 3, caracterizados por que contienen entre dos sitios únicos de enzimas de restricción, los 
promotores, las secuencias de señalización, las secuencias nucleotídicas capaces de codificar para dichos 
fragmentos de anticuerpo. 
 
10. Plásmidos pCCH11-TAG de secuencia SEC ID Nº 98 y SEC ID Nº 112 y pCCH11 de secuencia SEC ID Nº 55 
100 y SEC ID Nº 114, que permiten la producción de los anticuerpos de tipo Fab según la reivindicación 1. 
 
11. Composiciones farmacéuticas, caracterizadas por que contienen al menos un formato de anticuerpo según una 
cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2. 
 60 
12. Método de inmunodiagnóstico in vitro, caracterizado por que comprende la utilización de los formatos de 
anticuerpos según una cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2. 
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