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DESCRIPCIÓN 

 El anticuerpo-toxina scFv(FRP5)-ETA es una proteína de fusión recombinante que consiste en un fragmento de 
anticuerpo de cadena sencilla derivado del anticuerpo específico de ErbB2 FRP5, unido por fusión de genes a un 
fragmento truncado de exotoxina A de Pseudomonas. Se ha descrito en detalle en la bibliografía una actividad 
antitumoral elevada y selectiva de scFv(FRP5)-ETA contra células cancerosas que expresan ErbB2 in vitro, en modelos 5 
animales y en pacientes con cáncer. La producción de scFv(FRP5)-ETA por expresión bacteriana en E. coli usando la 

metodología actual da como resultado, además del producto principal de scFv(FRP5)-ETA intacto, también un 
fragmento de scFv(FRP5)-ETA truncado como subproducto. La eliminación completa de este fragmento no deseado 
usando técnicas de purificación de proteínas clásicas no se ha conseguido hasta la fecha. 

 La materia objeto de la invención es una secuencia de ADN optimizada que codifica el fragmento de anticuerpo 10 
scFv(FRP5). Esta nueva secuencia evita la generación del subproducto no deseado en el contexto de una proteína de 
fusión scFv(FRP5)-ETA y posiblemente también otras proteínas de fusión que contienen scFv(FRP5) expresadas en 
bacterias. La secuencia de ADN del dominio scFv(FRP5) de scFv(FRP5)-ETA se modificó por intercambio de un codón 
diferente, evitando de este modo un de otro modo posible inicio interno de la traducción de proteína. 

ANTECEDENTES DE LA INVENCIÓN 15 

 Las células epiteliales de la mayoría de órganos expresan típicamente la tirosina quinasa receptora ErbB2 
(HER2) a bajos niveles. Sin embargo, en varios tipos de carcinomas, la expresión de ErbB2 está claramente 
aumentada, con frecuencia como resultado de la amplificación génica. Debido a esta expresión preferente en muchos 
tumores de origen epitelial, su accesibilidad desde el espacio extracelular y su implicación en el procedimiento de 
transformación, la tirosina quinasa receptora ErbB2 es una diana preferida para la terapia del cáncer dirigida. 20 

 Basándose en un derivado de exotoxina A de Pseudomonas truncada que carece del dominio de unión celular 
endógeno de la toxina, se desarrolló una toxina recombinante que emplea un fragmento de anticuerpo Fv de cadena 
sencilla del anticuerpo monoclonal específico de ErbB2 FRP5 para la dirigir la toxina ErbB2 (1). En experimentos de 
destrucción celular in vitro, está molécula de scFv(FRP5)-ETA expresada en bacterias presentaba una actividad 
antitumoral potente contra un amplio intervalo de células tumorales humanas primarias y establecidas, incluyendo 25 
carcinomas de mama y de ovario (1-3), carcinomas de células escamosas (4, 5) y carcinomas de próstata (6). En 
animales de experimentación, el scFv(FRP5)-ETA inhibía eficazmente el crecimiento de xenoinjertos de tumores 
humanos establecidos (1, 3-5) y células tumorales de rata y murinas transfectadas de forma estable con construcciones 
de c-erbB2 humanas (7, 8). En pacientes con cáncer, la inyección intratumoral de scFv(FRP5)-ETA en lesiones 
cutáneas de tumores que expresan ErbB2 dio como resultado un índice de respuesta del 60%, observándose una 30 
regresión completa de los nódulos tumorales inyectados en el 40%, y una reducción parcial en el tamaño de los tumores 
inyectados en otro 20% de los pacientes (9). En un estudio clínico reciente de fase I, se determinó la dosis máxima 
tolerada (DMT), la toxicidad limitante de dosis y los parámetros farmacocinéticos de scFv(FRP5)-ETA inyectado por vía 
intravenosa (10). De este modo, tres de los 18 pacientes mostraban enfermedad estable, y en otros tres pacientes se 
observaron signos clínicos de actividad en términos de signos y síntomas. 35 

SUMARIO DE LA INVENCIÓN 

 La preparaciones de proteínas terapéuticas para el tratamiento de pacientes humanos deben cumplir niveles de 
pureza y homogeneidad muy elevados para declararse autorizadas por las autoridades reguladoras. Los subproductos 
que contaminan preparaciones del compuesto activo pueden causar acontecimientos adversos en un paciente tales 
como reacciones tóxicas y/o la inducción de respuestas inmunes no deseadas. Por lo tanto, dichos subproductos deben 40 
eliminarse en la medida en que sea técnicamente posible, y para cualquier subproducto restante, deben demostrarse 
individualmente las actividades biológicas posibles o la ausencia de las mismas. Como consecuencia, los costes de 
producción aumentarán espectacularmente debido a la necesidad de técnicas de purificación sofisticadas y costosas 
usadas para eliminar dichos subproductos no deseados, y/o debido al ensayo adicional que es necesario si no puede 
eliminarse un subproducto particular. 45 

 Para la producción del anticuerpo-toxina scFv(FRP5)-ETA para aplicaciones in vivo, hasta ahora se usaba 
principalmente el vector de expresión bacteriana pSW220-5 (7). Este plásmido codifica una proteína de fusión que 
consiste en el fragmento de anticuerpo scFV específico de ErbB2 scFv(FRP5) derivado del anticuerpo monoclonal FRP5 
(11, 12), fusionado genéticamente con exotoxina A de Pseudomonas truncada (ETA), que representa los restos 
aminoacídicos 252-613 de la toxina de tipo silvestre. Además, la unidad de expresión de scFv(FRP5)-ETA en el 50 
plásmido pSW220-5 incluye secuencias para dos grupos de hexahistidina (His6) y una etiqueta FLAG N-terminal para la 
purificación y la detección de la proteína (Figura 1A). Las preparaciones de proteína de cultivos de expresión bacteriana 
transformados con pSW220-5 contienen un producto principal correspondiente al scFv(FRP5)-ETA de longitud completa 
y un subproducto principal (aproximadamente el 10%) que migra directamente por debajo de la banda principal. Ambas 
bandas proteicas pueden detectarse en preparaciones de proteína purificadas por tinción con Coomassie de geles de 55 
SDS-PAA (véase la Figura 2A, carril izquierdo), y con anticuerpos específicos de ETA en experimentos de 
inmunotransferencia (no se muestran los datos). Además, experimentos de inmunotransferencia previos pusieron de 
manifiesto que el subproducto está siendo reconocido por anticuerpos contra la porción de exotoxina A de scFv(FRP5)-
ETA. Por lo tanto, se ha pensado que este subproducto se genera durante o después de la expresión por degradación 
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proteica del scFv(FRP5)-ETA de longitud completa por proteasas bacterianas. Usando técnicas de purificación de 
proteína convencionales no ha sido posible eliminar hasta ahora este fragmento proteico truncado. 

DESCRIPCIÓN DETALLADA DE LA INVENCIÓN Y DE LAS REALIZACIONES EJEMPLARES 

 Un objeto de la invención es evitar la generación de este fragmento truncado de scFv(FRP5)-ETA sin afectar a 
las actividades biológicas terapéuticamente pertinentes de la proteína de longitud completa. Tras la aplicación de la 5 
presente invención, ya no puede formarse este subproducto no deseado durante la expresión bacteriana. Por lo tanto, 
pueden producirse ahora fácilmente preparaciones de proteína de mayor pureza. 

 La presente invención abarca la modificación de la unidad de expresión que codifica el scFv(FRP5)-ETA de tal 
forma que puede obtenerse una preparación de proteína homogénea a partir de cultivos de expresión bacteriana que 
carecen del subproducto truncado mencionado anteriormente. Al contrario que las consideraciones previas, los 10 
inventores formularon la hipótesis de que el subproducto puede no generarse por degradación proteolítica de la proteína 
de longitud completa, sino que puede ser el resultado de un inicio alternativo de la traducción de la proteína a partir de 
un codón AUG interno dentro de la secuencia de scFv(FRP5) del ARNm de scFv(FRP5)-ETA. 

 En un primer aspecto, la invención se refiere a un polipéptido que comprende una primera secuencia de 
aminoácidos que comprende los aminoácidos 2-120 de la SEC ID Nº: 11, y una segunda secuencia de aminoácidos que 15 
comprende los aminoácidos 136-242 de la SEC ID Nº: 11, en el que dicha primera y segunda secuencia de aminoácidos 
están unidas por un grupo espaciador peptídico. Preferentemente, el polipéptido de la invención comprende la 
estructura siguiente: 

VH - Sp - VL, 

en la que 20 

VH es la primera secuencia de aminoácidos, 

Sp es el grupo espaciador peptídico, y 

VL es la segunda secuencia de aminoácidos. 

 Por consiguiente, la primera secuencia de aminoácidos está habitualmente en el extremo N-terminal del 
polipéptido. El polipéptido de la invención es habitualmente un anticuerpo de cadena sencilla en el que el dominio 25 
variable de la cadena pesada y el dominio variable de la cadena ligera se unen por medio de un grupo espaciador, 
preferentemente un péptido. La primera secuencia de aminoácidos en el polipéptido de la invención representa el 
dominio variable de la cadena pesada y la segunda secuencia de aminoácidos representa el dominio variable de la 
cadena ligera. Es más preferido un anticuerpo de cadena sencilla en el que el dominio variable de cadena pesada se 
localiza en el extremo N-terminal del anticuerpo recombinante. 30 

 La primera secuencia de aminoácidos comprende los aminoácidos 2-120 de la SEC ID Nº: 11, preferentemente 
comprende los aminoácidos 1-120 de la SEC ID Nº: 11, o consiste en los aminoácidos 1-120 de la SEC ID Nº: 11. En 
una realización más preferida, la primera secuencia de aminoácidos comprende los aminoácidos 2-120 de la SEC ID Nº: 
1, preferentemente comprende los aminoácidos 1-120 de la SEC ID Nº: 1, o consiste en los aminoácidos 1-120 de la 
SEC ID Nº:1. 35 

 La segunda secuencia de aminoácidos comprende los aminoácidos 136-242 de la SEC ID Nº: 11, 
preferentemente consiste en los aminoácidos 136-242 de la SEC ID Nº:11. 

 El grupo espaciador peptídico puede tener una longitud de 3 a 30 aminoácidos, preferentemente de 5 a 25 
aminoácidos, más preferentemente de 10 a 20 aminoácidos, más preferentemente de aproximadamente 15 
aminoácidos (por ejemplo, 13, 14, 15, 16 ó 17 aminoácidos). También se prefiere que el grupo espaciador peptídico 40 
consista en aminoácidos seleccionados de glicina y serina. Se prefiere particularmente una realización en la que el 
grupo espaciador es el péptido de 15 aminoácidos que consiste en tres subunidades repetitivas de Gly-Gly-Gly-Gly-Ser. 

 El polipéptido de la invención comprende preferentemente la secuencia de aminoácidos que se muestra en la 
SEC ID Nº: 11, más preferentemente comprende la secuencia de aminoácidos que se muestra en la SEC ID Nº: 1. 

 El aminoácido Xaa en la SEC ID Nº: 11 puede ser cualquier aminoácido excepto metionina, o estar ausente. En 45 
el último caso, los aminoácidos en las posiciones 91 y 93 se unen directamente entre sí por medio de un enlace 
peptídico. Xaa en la SEC ID Nº: 11 puede ser cualquier aminoácido excepto metionina, incluyendo aminoácidos de 
origen natural, aminoácidos de origen no natural y aminoácidos modificados. Cuando Xaa es un aminoácido de origen 
natural, Xaa puede ser alanina, cisteína, ácido aspártico, ácido glutámico, fenilalanina, glicina, histidina, isoleucina, 
lisina, leucina, asparagina, prolina, glutamina, arginina, serina, treonina, valina, triptófano, tirosina o selenocisteína. 50 
Preferentemente, Xaa se selecciona del grupo que consiste en serina, alanina, treonina y cisteína. Más 
preferentemente, Xaa es serina. Cuando Xaa es un aminoácido de origen no natural o modificado, los posibles 
significados de Xaa incluyen, pero sin limitación, ornitina, norleucina, norvalina, hidroxiprolina, hidroxilisina, etilglicina y 
etilasparagina. Xaa también puede ser cualquier aminoácido modificado como se define en la tabla 4 de WIPO Standard 
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ST.25, que se incorpora en el presente documento por referencia. 

 Como alternativa, Xaa puede estar ausente, lo que significa que la metionina en la posición 92 de la secuencia 
de FRP5 (véase, por ejemplo, la SEC ID Nº: 9) se ha delecionado y no se sustituye por otro aminoácido. De acuerdo 
con esa realización, el polipéptido de la invención puede comprender la secuencia de aminoácidos que se muestra en la 
SEC ID Nº: 12. 5 

 El anticuerpo recombinante de cadena sencilla puede comprender además una molécula efectora y/o 
secuencias señal que faciliten el procesamiento del anticuerpo por la célula huésped en la que se prepara. 

 Las moléculas efectoras consideradas son las útiles para fines terapéuticos o de diagnóstico, por ejemplo, 
enzimas que causan una reacción detectable, por ejemplo, fosfatasa, tal como fosfatasa alcalina de E.coli o fosfatasa 
alcalina de mamífero, por ejemplo, fosfatasa alcalina bovina, peroxidasa de rábano picante, beta-D-galactosidasa, 10 
glucosa oxidasa, glucoamilasa, anhidrasa carbónica, acetilcolinesterasa, lisozima, malato deshidrogenasa o glucosa-6-
fosfato, un péptido que tiene propiedades de unión particulares, por ejemplo, estreptavidina de Streptomyces avidinii 
que se une fuertemente a biotina, o enzimas, toxinas u otros fármacos que atacan a las células a que se une el 
anticuerpo, por ejemplo, una proteasa, una citolisina o una exotoxina, por ejemplo, ricina A, toxina diftérica A o exotoxina 
de Pseudomonas. En lo siguiente, un anticuerpo recombinante de cadena sencilla que comprende además una 15 
molécula efectora se denomina proteína de fusión, o pretende incluirse en el significado de las expresiones "anticuerpo 
(recombinante) de cadena sencilla" o "anticuerpo recombinante", si es apropiado. La molécula efectora puede ser un 
polipéptido que tenga actividad de destrucción celular. La actividad de destrucción celular puede determinarse de 
acuerdo con el Ejemplo 3 de la presente solicitud. 

 La expresión molécula efectora también incluye variantes biológicamente activas de las proteínas mencionadas 20 
anteriormente, por ejemplo, variantes producidas a partir de un ADN que se ha sometido a mutagénesis in vitro, con la 
condición de que la proteína codificada por dicho ADN conserve la actividad biológica de la proteína nativa. Dichas 
modificaciones pueden consistir en una adición, intercambio o deleción de aminoácidos, dando como resultado esta 
última en variantes acortadas. Por ejemplo, una enzima tal como una fosfatasa puede prepararse a partir de un ADN 
que se ha modificado para facilitar la clonación del gen codificante, o una exotoxina, tal como exotoxina de 25 
Pseudomonas, puede prepararse a partir de un ADN que se ha mutado para delecionar el dominio de unión celular y/o 
para aumentar o reducir su potencial de destrucción celular. 

 El polipéptido efector puede comprender los aminoácidos 245-606 de la SEC ID Nº: 3. 

 La expresión molécula efectora también incluye entidades químicas que tienen actividad de destrucción celular. 
La actividad de destrucción celular puede determinarse de acuerdo con el Ejemplo 3 de la presente solicitud. Dichas 30 
entidades químicas incluyen, pero sin limitación, fármacos quimioterápicos, compuestos citotóxicos y compuestos 
citostáticos. Son ejemplos de fármacos quimioterápicos y compuestos citotóxicos: 

 agentes alquilantes 

 antibióticos citotóxicos 

 antimetabolitos 35 

 alcaloides de la vinca y etopósido 

 otros 

 Los agentes alquilantes reaccionan con restos nucleófilos, tales como las entidades químicas en los 
precursores de nucleótidos para la producción de ADN. Afectan al proceso de la división celular alquilando estos 
nucleótidos e impidiendo su ensamblaje en el ADN. Los agentes alquilantes adecuados incluyen Mustargeno, Fosfato 40 
de Estramustina, Melfalán, Clorambucilo, Prednimustina, Ciclofosfamida, lfosfamida, Trofosfamida, Busulfán, Treosulfán, 
Tiotepa, Carmustina (BCNU), Lomustina (CCNU), Nimustina (ACNU), Dacarbazina (DTIC), Procarbazina, Cisplatino y 
Carboplatino. 

 Los anticuerpos citotóxicos actúan inhibiendo directamente la síntesis de ADN o ARN y son eficaces durante el 
todo el ciclo celular. Los antibióticos citotóxicos adecuados incluyen Actinomicina D, Daunorrubicina, Doxorrubicina, 45 
Epirrubicina, Idarrubicina, Mitoxantrón, Bleomicina, Mitomicina C, Irinotecán (CPT-11) y Topotecán. 

 Los antimetabolitos interfieren con enzimas celulares o metabolitos naturales que están implicados en el 
proceso de la división celular, alterando de este modo la división de la célula. Los antimetabolitos adecuados incluyen 
Metotrexato, 6-Mercaptopurina, 6-Tioguanina, Pentostatina, Fosfato de Fludarabina, Cladribina, 5-Fluorouracilo, 
Capecitabina, Citarabina, Gemcitabina e Hidroxiurea. 50 

 Los alcaloides vegetales y etopósidos son agentes derivados de plantas. Inhiben la replicación celular 
impidiendo el ensamblaje de los componentes de la célula que son esenciales para la división celular (por ejemplo, 
Alcaloides de la Vinca; Etopósido). Los alcaloides y etopósidos adecuados incluyen Vincristina, Vinblastina, Vindesina, 
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Etopósido (VP16), Tenipósido (VM26). 

 El grupo de compuestos calificados como "otros" está compuesto principalmente por taxanos (por ejemplo, 
Paclitaxel, Taxol, Docetaxel, Taxotere) y complejos metálicos (por ejemplo, cisPlatino), e inhibidores de la transducción 
de señales (STI), inhibidores de funciones enzimáticas específicas, incluyendo, pero sin limitación, inhibidores de la 
histona desacetilasa, inhibidores de quinasas y proteasas. El inhibidor de la histona desacetilasa (HDAC) puede 5 
seleccionarse del grupo que consiste en vorinostat, belinostat, PCI-24781, CHR-3242, JNJ-16241199, MGCD-0103, 
romidepsina, MS-275, butirato, ácido valproico y combinaciones de los mismos. El inhibidor de quinasas puede 
seleccionarse del grupo que consiste en imatinib, cedarinib, gefitinib, vandetanib, sarafenib, danatinib, lestaurtinib, 
enzastaurina, pazopanib, alvocidib, nilotinib, vatalinib, erlotinib, suninib y combinaciones de los mismos. El inhibidor de 
proteasas puede seleccionarse del grupo que consiste en WX-UK1, bortezomib y combinaciones de los mismos. 10 

 Como alternativa, la entidad química que tiene actividad de destrucción celular puede ser una sustancia 
radiactiva, por ejemplo, Cobalto-60. 

 La molécula efectora puede estar unida al polipéptido de la invención por un enlace covalente o por un enlace 
no covalente. Cuando la molécula efectora se une al polipéptido de la invención por un enlace covalente, puede 
fusionarse a la parte N-terminal o a la C-terminal del polipéptido. Preferentemente, la molécula efectora se fusiona al 15 
extremo C-terminal de la segunda secuencia de aminoácidos para formar un polipéptido de fusión. Puede haber uno o 
más (por ejemplo, dos, tres, cuatro ó cinco) aminoácidos entre la segunda secuencia de aminoácidos y la secuencia de 
aminoácidos de la molécula efectora en el polipéptido de fusión. 

 Más preferentemente, el polipéptido de la invención comprende los aminoácidos 2-606 de la secuencia de 
aminoácidos SEC ID Nº:3, o comprende los aminoácidos 1-606 de la secuencia de aminoácidos SEC ID Nº:3, o consiste 20 
en la secuencia de aminoácidos que se muestra en la SEC ID Nº:3. 

 El polipéptido de la invención comprende opcionalmente otro péptido, por ejemplo, un péptido que facilite la 
purificación, en particular un péptido que sea un epítopo contra el que está disponible un anticuerpo, tal como el péptido 
FLAG. La purificación, por ejemplo, por medio de cromatografía de afinidad de una proteína de fusión que comprende 
dicho péptido, es ventajosa, por ejemplo, en el sentido de que puede ser más rápida, más específica y/o más suave. El 25 
péptido puede colocarse en el extremo N-terminal de la proteína de fusión, entre el anticuerpo recombinante y la 
molécula efectora, o en el extremo C-terminal de la proteína de fusión. Preferentemente, se localiza en el extremo N-
terminal o en el C-terminal, en particular en el N-terminal. Preferentemente, estas construcciones también contienen un 
sitio de escisión, de modo que la proteína de fusión puede liberarse de las mismas, por escisión enzimática, por 
ejemplo, por enteroquinasa o por Factor Xa, o por los procedimientos químicos conocidos en la técnica. Además, estas 30 
construcciones pueden comprender un espaciador peptídico que consiste en uno o más, por ejemplo de 1 a 10, en 
particular aproximadamente 2 aminoácidos, facilitando dicho espaciador la unión del péptido mencionado anteriormente 
y/o del sitio de escisión al anticuerpo recombinante. El sitio de escisión se coloca de tal modo que la proteína de fusión 
que comprende el anticuerpo recombinante y la molécula efectora pueda liberarse fácilmente, si se desea, 
preferentemente in vitro. Por ejemplo, en una construcción de proteína que comprende la proteína de fusión 35 
denominada scFv(FRP5)-ETA, el péptido FLAG y un sitio de escisión de enteroquinasa se unen a un espaciador y se 
colocan delante del dominio variable de cadena pesada/cadena ligera de Fv y la proteína de fusión con exotoxina A. Si 
se desea, el péptido FLAG puede eliminarse por escisión mediante enteroquinasa, preferentemente después de la 
purificación por afinidad de la proteína, produciendo una proteína de fusión que comprende el anticuerpo de cadena 
sencilla Fv(FRP5) y la exotoxina A. 40 

 Otro aspecto de la presente invención es un polinucleótido que codifica el polipéptido de la invención. El 
término "polinucleótido o polinucleótidos" se refiere en general a cualquier polirribonucleótido o polidesoxirribonucleótido 
que puede ser ADN o ARN no modificado o ADN o ARN modificado. El polinucleótido puede ser ADN mono- o 
bicatenario, ARN mono- o bicatenario. Como se usa en el presente documento, el término "polinucleótido o 
polinucleótidos" también incluye ADN o ARN que comprenden una o más bases modificadas y/o bases poco habituales, 45 
tales como inosina. Se apreciará que pueden realizarse una diversidad de modificaciones en el ADN y ARN que sirven a 
muchos fines útiles conocidos por lo expertos en la materia. El término "polinucleótido o polinucleótidos", como se 
emplea en el presente documente, abarca dichas formas químicamente, enzimáticamente o metabólicamente 
modificadas de polinucleótidos, así como las formas químicas de ADN y ARN características de virus y células, 
incluyendo, por ejemplo, células simples y complejas. 50 

 Se prefieren polinucleótidos que codifican la secuencia de aminoácidos que se muestra en la SEC ID Nº: 11. 
Más preferentemente, el polinucleótido codifica un polipéptido que comprende la secuencia de aminoácidos que se 
muestra en la SEC ID Nº: 1. Aún más preferentemente, el polinucleótido codifica un polipéptido que comprende la 
secuencia de aminoácidos que se muestra en la SEC ID Nº: 3. Los polinucleótidos más preferidos comprenden la 
secuencia de nucleótidos que se muestra en la SEC ID Nº: 2 o la secuencia de nucleótidos que se muestra en la SEC 55 
ID Nº: 4. 

 Preferentemente, el polinucleótido de la invención es un polinucleótido aislado. El término polinucleótido 
"aislado" se refiere a un polinucleótido que está sustancialmente libre de otras secuencias de ácido nucleico, tales 
como, y sin limitación, otro ADN y ARN cromosómico y extracromosómico. Los polinucleótidos aislados pueden 
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purificarse a partir de una célula huésped. Pueden usarse procedimientos de purificación de ácido nucleico 
convencionales conocidos por lo expertos en la materia para obtener polinucleótidos aislados. El término también 
incluye polinucleótidos recombinantes y polinucleótidos sintetizados químicamente. 

 Otro aspecto más de la invención es un plásmido de un vector que contiene un polinucleótido de acuerdo con 
la presente invención. Los términos "plásmido" y "vector" se refieren a un elemento extracromosómico que lleva con 5 
frecuencia genes que no son parte del metabolismo central de la célula, y habitualmente en forma de fragmentos de 
ADN bicatenarios circulares. Dichos elementos pueden ser secuencias de replicación autónoma, secuencias de 
integración en el genoma, secuencias de nucleótidos o fagos, lineales o circulares, de un ADN o ARN mono- o 
bicatenario, derivadas de cualquier fuente, en las que varias secuencias de nucleótidos se han unido o recombinado en 
una construcción única que es capaz de introducir un fragmento promotor y una secuencia de ADN para un producto 10 
génico seleccionado junto con la secuencia no traducida 3' apropiada en una célula. Habitualmente, el polinucleótido en 
el plásmido o vector está unido operativamente a una o más secuencias de control de la expresión. 

 La expresión "unido operativamente" se refiere a la asociación de secuencias de ácido nucleico en un solo 
fragmento de ácido nucleico, de modo que la función de una se ve afectada por la otra. Por ejemplo, un promotor está 
unido operativamente a una secuencia codificante cuando es capaz de afectar a la expresión de esa secuencia 15 
codificante (es decir, que la secuencia codificante esté bajo el control transcripcional del promotor). Las secuencias 
codificantes pueden unirse operativamente a secuencias reguladoras en orientación con sentido o antisentido. Un 
"promotor" es una secuencia de ADN cadena arriba del inicio de la transcripción de un gen e implicada en el 
reconocimiento y la unión de ARN polimerasa y/o otras proteínas para iniciar la transcripción del gen. Habitualmente, el 
promotor determina en qué condiciones se expresa el gen. Habitualmente, el promotor usado en el presente documento 20 
es heterólogo respecto al polinucleótido de la invención con el que se une operativamente. 

 Los vectores realizan típicamente dos funciones en colaboración con células huésped compatibles. Una función 
es facilitar la clonación del ácido nucleico que codifica los dominios variables de inmunoglobulina, es decir, producir 
cantidades utilizables del ácido nucleico (vectores de clonación). La otra función es proporcionar la replicación y la 
expresión de las construcciones génicas recombinantes en un huésped adecuado, mediante su mantenimiento como un 25 
elemento extracromosómico o por integración en el cromosoma huésped (vectores de expresión). Un vector de 
clonación comprende las construcciones génicas recombinantes que se han descrito anteriormente, un origen de 
replicación o una secuencia de replicación autónoma, secuencias marcadoras dominantes y, opcionalmente, secuencias 
señal y sitios de restricción adicionales. Un vector de expresión comprende además secuencias de control de la 
expresión esenciales para la transcripción y la traducción de los genes recombinantes.  30 

 Un origen de replicación o una secuencia de replicación autónoma se proporcionan por construcción del vector 
para que incluya un origen exógeno tal como derivado del virus de los simios 40 (SV40) u otra fuente viral, o mediante 
los mecanismos cromosómicos de células huésped. 

 Los marcadores permiten la selección de células huésped que contienen el vector. Los marcadores de 
selección incluyen genes que confieren resistencia a metales pesados tales como cobre o a antibióticos tales como 35 
geneticina (G-418), kanamicina o higromicina, o genes que complementan una lesión genética de la célula huésped, tal 
como la ausencia de timidina quinasa, hipoxantina fosforil transferasa, dihidrofolato reductasa o similares. 

 Las secuencias señal pueden ser, por ejemplo, presecuencias o líderes secretores que dirigen la secreción del 
anticuerpo recombinante, señales de corte y empalme o similares. Los ejemplos de secuencias señal que dirigen la 
secreción del anticuerpo recombinante son secuencias derivadas del gen ompA, el gen pelB (pectato liasa) o el gen 40 
phoA. 

 Como secuencias de control de la expresión, el ADN de vector comprende un promotor, secuencias necesarias 
para el inicio y la terminación de la transcripción y para estabilizar el ARNm y, opcionalmente, potenciadores y 
secuencias reguladoras adicionales. Pueden emplearse una amplia diversidad de secuencias promotoras dependiendo 
de la naturaleza de la célula huésped. Los promotores que son fuertes y al mismo tiempo están bien regulados son los 45 
más útiles. Las secuencias para el inicio de la traducción son, por ejemplo, secuencias de Shine-Dalgarno. Las 
secuencias necesarias para el inicio y la terminación de la transcripción y para estabilizar el ARNm están disponibles 
comúnmente a partir de las regiones 5' y regiones 3' no codificantes, respectivamente, de ADNc eucariotas o virales, por 
ejemplo, del huésped de expresión. Los potenciadores son secuencias de ADN que estimulan la transcripción de origen 
viral, por ejemplo, derivadas de virus de los simios, poliomavirus, papilomavirus bovino o virus del sarcoma de Moloney, 50 
o de origen genómico, especialmente murino. 

 Son ejemplos de vectores que son adecuados para la replicación y la expresión en una cepa de E. coli 

bacteriófagos, por ejemplo, derivados de bacteriófagos lambda, o plásmidos, tales como, en particular, el plásmido 
ColE1 y sus derivados, por ejemplo pMB9, pSF2124, pBR317 o pBR322 y plásmidos derivados de pBR322, tales como 
pUC9, pUCK0, pHRi148 y pLc24. Los vectores adecuados contienen un replicón completo, un gen marcador, 55 
secuencias de reconocimiento para endonucleasas de restricción, de modo que el ADN extraño y, si es apropiado, la 
secuencia de control de la expresión, pueden insertarse en estos sitios y, opcionalmente, secuencias señal y 
potenciadores. 
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 Son promotores microbianos, por ejemplo, el promotor fuerte hacia izquierda PL de bacteriófago lambda, que 
está controlado por un represor termosensible. También son adecuados promotores de E. coli tales como el promotor 

lac (lactosa) regulado por el represor lac e inducido por isopropil-beta-D-tiogalactósido, el promotor trp (triptófano) 
regulado por el represor trp e inducido, por ejemplo, por privación de triptófano y el tac (promotor híbrido trp-lac) 
regulado por el represor lac. 5 

 Los vectores que son adecuados para la replicación y expresión en levaduras contienen un inicio de la 
replicación en levaduras y un marcador genético selectivo para levaduras. Un grupo de dichos vectores incluye las 
denominadas secuencias ars (secuencias de replicación autónoma) como origen de replicación. Estos vectores se 
retienen extracromosómicamente dentro de la célula de levadura después de la transformación, y se replican de forma 

autónoma. Además, pueden usarse vectores que contienen todo o parte del ADN plasmídico de 2  (2 micrómetros) de 10 
Saccharomyces cerevisiae. Dichos vectores se integrarán por recombinación en plásmidos de 2  ya existentes dentro 

de la célula, o se replicarán de forma autónoma. Las secuencias de 2  son particularmente adecuadas cuando debe 
conseguirse una alta frecuencia de transformación y un alto número de copias. 

 Son secuencias de control de la expresión que son adecuadas para la expresión en levadura, por ejemplo, las 
de genes de levadura muy expresados. Por lo tanto, pueden usarse los promotores para el gen de TRP1, el gen de 15 
ADHI o ADHII, el gen de fosfatasa ácida (PHO3 o PHO5), el gen del isocitocromo o un promotor implicado en la ruta 
glucolítica, tales como los promotores de los genes de enolasa, gliceraldehído-3-fosfato quinasa (PGK), hexoquinasa, 
piruvato descarboxilasa, fosfofructoquinasa, glucosa-6-fosfato isomerasa, 3-fosfoglicerato mutasa, piruvato quinasa, 
triosafosfato isomerasa, fosfoglucosa isomerasa y glucoquinasa. 

 Se proporcionan preferentemente vectores adecuados para su replicación y expresión en células de mamífero, 20 
con secuencias promotoras derivadas de ADN de origen viral, por ejemplo, de virus de los simios 40 (SV40), virus del 
sarcoma de Rous (RSV), adenovirus 2, papilomavirus bovino (BPV), papovavirus BK mutante (BKV) o citomegalovirus 
humano o de ratón (CMV). Como alternativa, los vectores pueden comprender promotores de productos de expresión 
de mamíferos, tales como actina, colágeno, miosina, etc. o el promotor nativo y secuencias de control que están 
normalmente asociadas con la secuencia génica deseada, es decir, el promotor de la cadena L o de la cadena H de 25 
inmunoglobulina. 

 Los vectores preferidos son adecuados para huéspedes tanto procariotas como eucariotas y se basan en 
sistemas de replicación viral. Se prefieren particularmente vectores que comprenden promotores de virus de los simios, 
por ejemplo, pSVgpt o pSVneo, que comprenden además un potenciador, por ejemplo, un potenciador asociado 
normalmente con las secuencias génicas de inmunoglobulina, en particular el potenciador de la cadena L o H de Ig de 30 
ratón. 

 El ADN recombinante que codifica un anticuerpo recombinante de la invención puede prepararse, por ejemplo, 
por cultivo de una célula huésped transformada y, opcionalmente, aislamiento del ADN preparado.  

 Otro aspecto de la invención son células huésped que se transforman con y/o contienen el plásmido o el vector 
de acuerdo con la presente invención. Las células huésped adecuadas incluyen células procariotas y eucariotas (por 35 
ejemplo, células de mamífero), células de levadura, células bacterianas (por ejemplo, células de E. coli). Son células 
huésped preferidas células de E. coli. Se describen células huésped adecuadas y procedimientos de transformación en 
la Patente de Estados Unidos Nº 5.939.531, y se incorpora en el presente documento en su totalidad por referencia. 

 La presente invención también se refiere a procedimientos de cultivo de las células huésped y a procedimientos 
para la preparación del polipéptido de la invención. Un aspecto de la invención es un procedimiento para la preparación 40 
del polipéptido de la invención, que comprende cultivar una célula huésped descrita en el presente documento en 
condiciones adecuadas y recuperar el polipéptido. En la Patente de Estados Unidos Nº 5.939.531 se describen 
procedimientos de cultivo de células huésped y procedimientos para producir fragmentos de anticuerpo de cadena 
sencilla y anticuerpos recombinantes. Estos procedimientos son aplicables a las células huésped de la presente 
invención y a los polipéptidos de la presente invención cambiando lo que se deba cambiar y se incorporan en el 45 
presente documento en su totalidad por referencia. 

 Otro aspecto de la invención es el uso de un polipéptido de acuerdo con la invención o de un polinucleótido de 
acuerdo con la invención para la fabricación de un medicamento para el tratamiento de un trastorno que implique una 
actividad y/o expresión anormal de ErbB2 (por ejemplo, cáncer, tumores). Dichos trastornos incluyen, pero sin limitación, 
cáncer de mama, cáncer de próstata, cáncer de ovario, carcinoma de células escamosas, cáncer de cabeza y cuello, 50 
cáncer pulmonar no microcítico, cáncer de páncreas, cáncer gástrico, cáncer de glándulas salivares, tumores 
parotídeos, melanoma, carcinoma cervical, cáncer de páncreas, cáncer de colon y colorrectal, cáncer de vejiga, 
meduloblastoma, cáncer de riñón, cáncer de hígado y cáncer de estómago. El trastorno también puede ser metástasis 
y/o enfermedad mínima residual. 

 Por lo tanto, la invención también se refiere a composiciones farmacéuticas (por ejemplo, para tratar tumores 55 
que sobreexpresen el receptor del factor de crecimiento c-erbB-2) que comprenden una cantidad terapéuticamente 
eficaz de un polipéptido de acuerdo con la invención y un vehículo, diluyente o excipiente farmacéuticamente aceptable. 
Se prefieren composiciones farmacéuticas para aplicación parenteral. Son composiciones para aplicación intramuscular, 
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subcutánea o intravenosa, por ejemplo, soluciones o suspensiones acuosas isotónicas, opcionalmente preparadas poco 
antes del uso a partir de preparaciones liofilizadas o concentradas. Las suspensiones en aceite contienen como 
componente oleoso los aceites vegetales, sintéticos o semisintéticos habituales con fines de inyección. Las 
composiciones farmacéuticas pueden esterilizarse y contener adyuvantes, por ejemplo, para conservar, estabilizar, 
humedecer, emulsionar o solubilizar los ingredientes, sales para la regulación de la presión osmótica, tampones y/o 5 
compuestos que regulan la viscosidad, por ejemplo, carboxicelulosa sódica, carboximetilcelulosa, carboximetilcelulosa 
sódica, dextrano, polivinilpirrolidina o gelatina. 

 Las composiciones farmacéuticas de la invención contienen de aproximadamente el 0,001% a 
aproximadamente el 50% de principios activos. Pueden estar en forma unitaria de dosificación, tal como ampollas o 
viales listos para usar, o también en forma sólida liofilizada. 10 

 En general, la dosis terapéuticamente eficaz para mamíferos está entre aproximadamente 0,1 y 100 g de un 

polipéptido de la invención por kg de peso corporal, más preferentemente entre 1 y 50 g y, aún más preferentemente, 

entre 5 y 25 g, dependiendo del tipo de polipéptido, del estado del paciente y del modo de aplicación. El modo de 
administración específico y la dosificación apropiada se seleccionarán por el médico adjunto teniendo en cuenta las 
particularidades del paciente, el estado de la enfermedad, el tipo de tumor tratado y similares. Las composiciones 15 
farmacéuticas de la invención se preparan por procedimientos conocidos en la técnica, por ejemplo, por procedimientos 
de mezcla, disolución, confección o liofilización convencionales. Las composiciones farmacéuticas para inyección se 
procesan, se rellenan en ampollas o viales y se sellan en condiciones asépticas de acuerdo con procedimientos 
conocidos en la técnica. 

 En una realización, el polipéptido se administra en combinación con otra terapia anticancerosa. Se incorporan 20 
en el presente documento todas las terapias anticancerosas denominadas "segundo agente terapéutico" en el 
documento WO 03/024442 A2. 

 En otro aspecto más, la invención se refiere a un procedimiento para mejorar la producción de un anticuerpo 
recombinante de cadena sencilla dirigido contra el dominio extracelular de la tirosina quinasa receptora ErbB2, que 
comprende impedir el inicio de la traducción del codón nº 92 de la SEC ID Nº: 9. Esto puede conseguirse modificando 25 
uno o más nucleótidos en las posiciones 262-270 de la SEC ID Nº: 10 de modo que ya no se produzca el inicio de la 
traducción interno en el codón nº 92 (Met 92). Los nucleótidos pueden sustituirse sin cambiar la secuencia de 
aminoácidos codificada. 

 Se indican tres ejemplos no limitantes de la secuencia de nucleótidos de las posiciones 262-270 en lo 
siguiente: 30 

 

 posición de nucleótido 

 262 263 264 265 266 267 268 269 270 

(1) A A A A G T G A A 

(2) A A A T C T G A A 

(3) A A A T C C G A A 

 

 Como alternativa, estos restos aminoacídicos Lys, Ser o Glu pueden sustituirse por otros aminoácidos 
químicamente similares o no relacionados, de origen natural o generados artificialmente, y pueden estar codificados por 
nucleótidos que estén químicamente modificados. 35 

 Otra posibilidad es (como se ha descrito anteriormente en el presente documento), sustituir la M92 en la 
secuencia de aminoácidos de la SEC ID Nº: 9 con un aminoácido diferente. Preferentemente, el aminoácido diferente es 
serina. Otra posibilidad más es (como se ha descrito anteriormente en el presente documento) delecionar la M92 en la 
secuencia de aminoácidos de la SEC ID Nº:9 sin sustituirla por un aminoácido diferente. Esta realización está 
representada por la secuencia de aminoácidos que se muestra en la SEC ID Nº: 12. 40 

Figuras 

Figura 1:  Visión de conjunto de variaciones del anticuerpo-toxina scFv(FRP5)-ETA y características de secuencia 
específicas. (A) Construcciones para la expresión bacteriana de derivados de scFv(FRP5)-ETA. Todos 

los casetes de expresión están bajo el control del promotor tac inducible por IPTG y codifican el 
scFv(FRP5) específico de ErbB2 fusionado con la exotoxina A (ETA) de Pseudomonas aeruginosa 45 
(restos 252-613 de la toxina de tipo silvestre). El plásmido pSW220-5 lleva secuencias que codifican una 
etiqueta FLAG (F) N-terminal y dos grupos His6 (H). En pSES212 y pSES213, la etiqueta FLAG y los 
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grupos His6 están delecionados. El pSES213 lleva una mutación dentro de la secuencia de scFv(FRP5) 
que cambia la Metionina (M) en la posición 92 a Serina (S). De otro modo, pSES213 es idéntico a 
pSES212. (B) Representación de secuencias de proteína (SEC ID Nº: 9) y ADN (SEC ID Nº: 10) 

parciales de scFv(FRP5)-ETA en los plásmidos pSES212 y pSES213. Se indica el cambio de un codón 
de inicio interno potencial en la posición de codón 92 de ATG a TCG. Está subrayada una secuencia con 5 
una similitud moderada con una secuencia de Shine-Dalgarno. 

Figura 2: Expresión y actividad antitumoral biológica de variaciones del anticuerpo-toxina scFv(FRP5)-ETA. (A) 

Análisis de SDS-PAGE de preparaciones de proteína de scFv(FRP5)-ETA (220-5), scFv(FRP5)-ETA 
(212) y scFv(FRP5-M92S)-ETA (213). Estos derivados de scFv(FRP5)-ETA se expresaron en E. coli 

DH5 transformadas con los plásmidos de expresión pSW220-5, pSES212 o pSES213. Se aislaron 10 
cuerpos de inclusión, se desnaturalizaron y se renaturalizaron. Se separaron muestras de proteína 
mediante SDS-PAGE y las proteínas se detectaron mediante tinción con Coomassie. Se indican las 
bandas correspondientes a las proteínas scFv(FRP5)-ETA y scFv(FRP5-M92S)-ETA de longitud 
completa (fecha en blanco). Están presentes los productos de degradación principales en muestras 
expresadas a partir de los plásmidos pSW220-5 y pSES212 (fecha oscura). En la preparación de 15 
scFv(FRP5-M92S)-ETA (213) este subproducto no deseado está ausente. (B) Actividades biológicas de 

scFv(FRP5)-ETA (220-5) y scFv(FRP5-M92S)-ETA (213). Se incubaron células de carcinoma renal 
murino Renca-lacZ/ErbB2 transfectadas de forma estable con ADNc de c-erbB2 humano (panel 
izquierdo) y células de control Renca-lacZ negativas para ErbB2 (panel derecho) durante 48 h con 
scFv(FRP5)-ETA (220-5) o scFv(FRP5-M92S)-ETA (213) en muestras por triplicado a las 20 
concentraciones indicadas. Se determinó la viabilidad de las células supervivientes midiendo la 
absorbancia a 590 nm en un ensayo de metabolización de MTT. Se usaron células tratadas con PBS 
como control. Las barras de error indican la desviación típica de la media. (C) Actividad de scFv(FRP5-
M92S)-ETA(213) respecto a la actividad de scFv(FRP5)-ETA (220-5). Se proporcionan las proporciones 
para scFv(FRP5-M92S)-ETA (213) respecto a scFv(FRP5)-ETA (220-5) de los valores de A590 medidos 25 
en (B) para células diana positivas para antígeno y negativas para antígeno a las concentraciones de 
proteína indicadas. 

Ejemplos 

Ejemplo 1 

Clonación Molecular de Construcciones de Expresión Modificadas 30 

Procedimiento 

Construcción de vectores de expresión de scFv(FRP5)-ETA 

 El plásmido pSW220-5 se ha descrito anteriormente (7). Contiene secuencias que codifican una etiqueta FLAG 
N-terminal, un primer grupo His6, el scFv(FRP5) específico de ErbB2, un segundo grupo His6 y la exotoxina A de 
Pseudomonas truncada (restos 252-613 de la toxina de tipo silvestre) en una sola fase de lectura abierta. El plásmido 35 
pSES211 (no publicado; suministrado por Topo Target Alemania AG) contiene una fase de lectura abierta para 
scFv(FRP5)-ETA originariamente derivada de pSW220-5 y que todavía incluye el primer grupo His6 N-terminal, pero 
carece la etiqueta FLAG N-terminal y del grupo His6 interno entre las secuencias de scFv(FRP5) y exotoxina A. El 
plásmido pSES212 se obtuvo por deleción del grupo His6 N-terminal restante de pSES211. El plásmido se generó por 
PCR usando los cebadores oligonucleotídicos 5’NdeI-scFv(FRP5) 5’-40 
CGATTAGCATATGCAGGTACAACTGCAGCAGTCAGGACC-3’ (SEC ID Nº: 5) y 3 ’XbaI-scFv(FRP5) 5’-

GCTGCCGCCCTCTAGAGCTTTGATCTC-3’ (SEC ID Nº: 6) (BioSpring, Frankfurt, Alemania) y el plásmido pSES211 
como molde. En esta reacción, la secuencia del fragmento de scFv(FRP5) se amplificó sin las secuencias codificantes 
para el grupo His6 N-terminal. El producto de PCR se subclonó en el vector pCR2.1 por clonación TA (Invitrogen, 
Karlsruhe, Alemania). El plásmido resultante se digirió con NdeI y XhoI, y el fragmento scFv(FRP5) resultante se insertó 45 
en pSES211 digerido con las mismas enzimas, produciendo el plásmido pSES212. La mutación de Met92 a Ser se 
introdujo en el plásmido pSES212 por mutagénesis dirigida mediante PCR usando los cebadores oligonucleotídicos 
pSES212_M92S_con sentido 5’-CCTCAAAAGTGAAGACTCGGCTA-CATATTTCTGTGC-3’ (SEC ID Nº: 7) y 
pSES212_M92S_antisentido 5’-GCACAGAAATAT-GTAGCCGAGTCTTCACTTTTGAGG-3’ (SEC ID Nº: 8) (BioSpring) y 
el plásmido pSES212 como molde, produciendo el plásmido pSES213. Las secuencias de ADN de todos los vectores de 50 
expresión se verificaron mediante secuenciación de ADN. 

Resultados 

 Como base para la modificación de la región codificante de scFv(FRP5)-ETA se usó el plásmido de expresión 
pSES212 (no publicado). La región codificante de scFv(FRP5)-ETA dentro de pSES212 carece de las secuencias que 
codifican la etiqueta FLAG N-terminal y los dos grupos His6 presentes en la región correspondiente de pSW220-5 55 
(véase la Figura 1A). Además, la cadena principal del vector, fuera de la secuencia de scFv(FRP5)-ETA de pSES212 es 
diferente de la de pSW220-5. Estas diferencias no son relevantes en el contexto de la presente invención. Como se 
muestra en la Figura 2A (carril izquierdo y del medio), el subproducto de scFv(FRP5)-ETA truncado se está produciendo 
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en la misma medida por expresión usando los vectores de expresión pSES212 o pSW220-5. Mediante análisis de 
secuencia los inventores identificaron un codón ATG interno (un codón de inicio AUG interno potencial a nivel del 
ARNm) dentro de la región flanqueante 3 de la cadena pesada del anticuerpo scFv(FRP5) cerca de la región 
determinante de complementariedad 3 (CDR3) en las posiciones de nucleótidos (nt) 274-276 de la fase de lectura 
abierta, correspondientes al codón 92 de scFv(FRP5)-ETA en pSES212 (véase la Figura 1 B). Este codón de inicio 5 
potencial también está precedido por una secuencia con una similitud moderada con una secuencia de Shine-Dalgarno 
en las posiciones de nt 262-270 (Figura 1 B; subrayada). 

 Para ensayar si la modificación de este codón de ATG/AUG interno puede evitar la producción del subproducto 
no deseado, los inventores generaron el plásmido de expresión modificado pSES213. El pSES213 lleva una mutación 
que cambia el ATG en la posición de codón 92 a TCG, que da como resultado una Serina (Ser; S) en lugar de Metionina 10 
(Met; M), como el resto aminoacídico codificado por este codón (véase la Figura 1). De otro modo, el pSES213 es 
idéntico al pSES212. Se seleccionó Serina para la sustitución de la Metionina porque está presente en la posición 
equivalente en otras cadenas pesadas de anticuerpos murinos del subgrupo V (13). Además, la Ser y la Met tienen 
puntos isoeléctricos similares y una longitud similar de sus cadenas laterales. 

 En otra realización de la invención, la modificación del codón 92 de tal modo que esté codificado cualquier 15 
aminoácido distinto de Met, o la deleción del codón 92 y/o la mutación de la secuencia de los nt 262-270 de tal modo ya 
no presente similitud con una secuencia de Shine-Dalgarno, o que ya no actúe como una secuencia de Shine-Dalgarno, 
puede resolver el problema de una forma similar. 

Ejemplo 2 

Expresión de derivados de scFv(FRP5)-ETA en E. coli  20 

Procedimiento 

Expresión de derivados de scFv(FRP5)-ETA en E. coli, preparación de cuerpos de inclusión, solubilización y 
replegamiento 

 Se transformaron E. coli DH5 con los plásmidos de expresión pSW220-5, pSES212 o pSES213. Se cultivaron 

cultivos de expresión de un litro (LB, glucosa al 0,5%, kanamicina 50 g/ml en el caso de pSES212 o pSES213, o 25 
ampicilina 100 g/ml en el caso de pSW220-5) a 37ºC hasta una DO600 de 0,8. Los cultivos se indujeron por adición de 
IPTG 0,5 mM durante 3 horas. Las células se recogieron por centrifugación (7500 g, 10 min), se resuspendieron en 
PBS, y se lisaron en una celda de presión francesa. Se recogieron cuerpos de inclusión por centrifugación (10000 g, 10 
min, 4ºC) y se lavaron por resuspendieron en tampón de lavado (urea 2 M, Tritón X-100 al 2%, NaCl 500 mM en PBS, 
pH 8) y posterior centrifugación (10000 g, 10 min, 4ºC). Se resuspendieron cuerpos de inclusión purificados en tampón 30 
de solubilización (urea 8 M, NaCl 500 mM en PBS, pH 8). Después de la centrifugación, las fracciones de sobrenadante 
se dializaron contra PBS, pH 7,4. Se eliminaron los precipitados por centrifugación (40000 g, 30 min, 4ºC) y posterior 

filtración a través de un filtro de 0,22 m. Las proteínas se almacenaron en alícuotas a -80ºC. 

Resultados 

 Para la producción de derivados de scFv(FRP5)-ETA, se transformaron E. coli DH5 con pSW220-5, pSES212 35 
y pSES213 y se seleccionaron en LBKan (para pSES212 y pSES213) o placas de agar de LBAMP (para pSW220-5). Se 
inocularon cultivos de expresión de volumen de 1 I con colonias individuales y se cultivaron y se indujeron como se 
describe en la sección de Materiales y Procedimientos a continuación. Se resuspendieron sedimentos celulares de estos 
cultivos en PBS y se lisaron en una celda de presión francesa. Las proteínas scFv (FRP5)-ETA estaban principalmente 
presentes en las fracciones insolubles de estos lisados (no se muestran los datos). Se recogieron cuerpos de inclusión 40 
por centrifugación y se lavaron con tampón que contenía urea 2 M y Tritón X-100 al 2%, antes de su desnaturalización 
con tampón que contenía urea 8 M. Después de la centrifugación, las fracciones de sobrenadante se renaturalizaron por 
diálisis contra PBS, y las proteínas renaturalizadas parcialmente purificadas se analizaron mediante SDS-PAGE y 
posterior tinción con Coomassie (véase la Figura 2A). Las proteínas se indican como scFv(FRP5)-ETA o scFv(FRP5-
M92S)-ETA, seguidas del nombre del vector de expresión entre paréntesis [scFv(FRP5)-ETA(220-5), scFv(FRP5)-45 
ETA(212), scFv(FRP5-M92S)-ETA (213)]. Para cada cultivo de expresión, se obtuvieron rendimientos comparables de 
aproximadamente 30-50 mg de proteína soluble renaturalizada. Como se muestra en la Figura 2A, las preparaciones de 
proteína scFv(FRP5)-ETA (220-5) y scFv(FRP5)-ETA (212) obtenidas contienen un subproducto principal (flecha 
rellena), que migra en el SDS-PAGE directamente por debajo de la banda del producto de longitud completa (flecha en 
blanco). Al contrario, la preparación de scFv(FRP5-M92S)-ETA (213) aislada después del mismísimo protocolo no 50 
contenía este subproducto no deseado. 

 Estos datos demuestran que el intercambio del codón 92 de ATG a TCG, y el resto aminoacídico 
correspondiente de Metionina a Serina es sorprendentemente necesario y suficiente para evitar completamente la 
generación del subproducto. 

Ejemplo 3 55 

Actividad biológica de scFv(FRP5-M92S)-ETA 
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Procedimiento 

Células y Condiciones de Cultivo 

 Se mantuvieron células de carcinoma renal murino que expresaban de forma estable -galactosidasa de E. coli 

(Renca-lacZ), o -galactosidasa y ErbB2 humana (Renca-lacZ/ErbB2) (8) se mantuvieron en medio RPMI 1640 
complementado con FBS inactivado por calor al 10%, glutamina 2 mM, penicilina 100 unidades/ml, estreptomicina 100 5 
g/ml, Zeocina 0,25 mg/ml (Invitrogen, Karlsruhe, Alemania) y G418 0,48 mg/ml (Renca-IacZ/ErbB2). 

 

Ensayo de viabilidad celular 

 Se sembraron células en placas de 96 pocillos a una densidad de 1,5 x 10
4
 células/pocillo en medio de cultivo 

normal. Se añadieron diferentes concentraciones de proteínas de fusión de scFv(FRP5)-ETA o diluyente a muestras por 10 
triplicado, y las células se incubaron durante 48 h a 37ºC en CO2 al 5% y aire humidificado al 95%. Se añadió una 

alícuota de 10 l de MMT 10 mg/ml (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio) (Sigma, Deisenhofen, 

Alemania) en PBS a cada pocillo y las células se incubaron durante otras 3 h. Las células se lisaron por adición de 90 l 
de SDS al 20% en dimetil formamida al 50%, pH 4,7. Después de la solubilización, se cuantificó el desarrollo de color 
debido a la formación del metabolito de formazán marrón por determinación de la absorbancia a 590 nm en un lector de 15 
microplacas. Las muestras sin células sirvieron como blanco. 

Resultados 

 Se evaluó la selectividad y la eficacia de la destrucción de células tumorales mediante derivados de 
scFv(FRP5)-ETA en ensayos de metabolización de MTT usando células de carcinoma renal murino Renca-IacZ/ErbB2 
que expresan ErbB2 humana y células Renca-lacZ negativas para ErbB2 como control (8). Se usó proteína scFv(FRP5)-20 
ETA (220-5) expresada y purificada en paralelo con proteína scFv(FRP5-M92S)-ETA (213) como patrón para ensayar 
las actividades citotóxicas. Las células diana se incubaron con concentraciones crecientes de las proteínas de fusión 
durante 48 h. Después de la lisis celular y de la solubilización, se cuantificó la viabilidad celular determinando la 
absorbancia a 590 nm en un lector de microplacas (Figura 2B). Las muestras sin células sirvieron como blanco. A las 

concentraciones ensayadas de hasta 10 g/ml, las proteínas de fusión de scFv(FRP5)-ETA y scFv(FRP5-M92S)-ETA no 25 
tenían efectos sobre la supervivencia de células Renca-lacZ negativas para ErbB2 (Figura 2B). Por el contrario, las 
proteínas de fusión scFv(FRP5)-ETA y scFv(FRP5-M92S)-ETA destruyeron las células Renca-lacZ/ErbB2 positivas para 
ErbB2 igual de bien y de una forma dependiente de la concentración (Figura 2B). La Figura 2C representa la actividad 
de scFv(FRP5-M92S)-ETA respecto a la de scFv(FRP5)-ETA a las diferentes concentraciones ensayadas. Un valor 
próximo a 1,00 indica que no hay diferencias significativas. Los valores obtenidos demuestran que el scFv(FRP5-M92S)-30 
ETA no es significativamente diferente en sus actividades biológicas del scFv(FRP5)-ETA. 

 Estos datos demuestran que el intercambio del codón 92 de ATG a TCG y del resto aminoacídico 
correspondiente de Metionina a Serina sorprendentemente no afecta a las actividades biológicas de scFv(FRP5)-ETA. 
La actividad antitumoral de scFv(FRP5-M92S)-ETA es indistinguible de la de scFv(FRP5)-ETA. La selectividad por 
células tumorales que expresan ErbB2 también se conserva. 35 

 Las diversas realizaciones de la presente invención descrita en el presente documento pueden combinarse 
entre sí. 
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Secuencias 20 

  

SEC ID Nº: 1 

Secuencia de aminoácidos del fragmento de anticuerpo scFv(FRP5) optimizado 

 
La posición de aminoácido 92 que se ha optimizado de un resto de Metionina a un resto de 
Serina está recuadrada  

Subrayado: Engarce (aa 121 - 135) 
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SEC ID Nº: 2 

Secuencia de nucleótidos que codifica el fragmento de anticuerpo scFv(FRP5) optimizado 

 
Los nucleótidos que codifican la posición de aminoácido 92 optimizada, que codifican aquí el 
aminoácido Serina, están recuadrados 

 

 

SEC ID Nº: 3 

Secuencia de aminoácidos de scFv(FRP5)-ETA (213) 5 

 
La posición de aminoácido 92 que se ha optimizado de un resto de Metionina a un resto de 
Serina está recuadrada  

Negrita Dominio de anticuerpo (aa 2-242) 

Subrayado Engarce (aa 121-135) 

En cursiva Dominio de ETA (aa 245-606 en esta secuencia, correspondientes a los aa 252-613 de la 
secuencia de tipo silvestre de ETA;) 

 

 

 

SEC ID Nº: 4 

Secuencia de nucleótidos que codifica scFv(FRP5)-ETA (213) 

 
Los nucleótidos que codifican la posición de aminoácido 92 optimizada, que codifican aquí 

ES 2 356 708 T3



14 
 

el aminoácido Serina, están recuadrados 
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LISTA DE SECUENCIAS 

 

<110> Topo Target Alemania AG 

 

<120> Secuencia de ADN y proteína optimizada de un anticuerpo para mejorar la calidad y el rendimiento de 5 
proteínas de fusión con anticuerpos expresadas en bacterias 

 

<130> zemab 

 

<160> 12 10 

 

<170> PatentIn versión 3.3 

 

<210> 1 

<211> 242 15 

<212> PRT 

<213> secuencia artificial 

 

<220> 

<223> fragmento de anticuerpo scFv(FRP5) optimizado con M92S 20 

 

<400> 1 
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<210> 2 

<211> 726 5 

<212> ADN 

<213> secuencia artificial 

 

<220> 
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<223> Secuencia codificante del fragmento de anticuerpo scFv(FRP5) optimizado 

 

<400> 2 

 

 5 

 

<210> 3 

<211> 606 

<212> PRT 

<213> secuencia artificial 10 

 

<220> 

<223> scFv(FRP5)-ETA (213) 

 

<400> 3 15 
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<210> 4 

<211> 1821 
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<212> ADN 

<213> secuencia artificial 

 

<220> 

<223> secuencia codificante de scFv(FRP5)-ETA (213) 5 

 

<400> 4 
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<210> 5 

<211> 39 

<212> ADN 5 

<213> secuencia artificial 
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<220> 

<223> cebador 5’NdeI-scFv(FRP5) 

 

<400> 5 5 

 

 

<210> 6 

<211> 27 

<212> ADN 10 

<213> secuencia artificial 

 

<220> 

<223> cebador 3’XbaI-scFv(FRP5) 

 15 

<400> 6 

 

 

<210> 7 

<211> 36 20 

<212> ADN 

<213> secuencia artificial 

 

<220> 

<223> cebador pSES212_M92S_con sentido 25 

 

<400> 7 

 

 

<210> 8 30 

<211> 36 

<212> ADN 

<213> secuencia artificial 

 

<220> 35 

<223> cebador pSES212_M92s_antisentido 
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<400> 8 

 

 

<210> 9 5 

<211> 99 

<212> PRT 

<213> secuencia artificial 

 

<220> 10 

<223> secuencia de aminoácidos N-terminal de scFv(FRP5) que tiene Met en posición 92 

 

<400> 9 

 

 15 

 

 

<210> 10 

<211> 297 

<212> ADN 20 

<213> secuencia artificial 

 

<220> 

<223> ADN que codifica la SEC ID Nº: 9 

 25 

<400> 10 
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<210> 11 

<211> 242 5 

<212> PRT 

<213> secuencia artificial 

 

<220> 

<223> fragmento de anticuerpo scFv(FRP5)  10 

 

<220> 

<221> MIS_FEATURE 

<222> (92)..(92) 

<223> xaa puede ser cualquier aminoácido de origen natural, o cualquier aminoácido de origen no natural, o 15 
cualquier aminoácido modificado, o puede estar ausente, con la condición de que Xaa no sea metionina 

 

<400> 11 

 

ES 2 356 708 T3



25 
 

 

 

<210> 12 

<211> 241 

<212> PRT 5 

ES 2 356 708 T3



26 
 

<213> secuencia artificial 

 

<220> 

<223> fragmento de anticuerpo scFv(FRP5) en el que se delecionó la M92 

 5 

<400> 12 
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REIVINDICACIONES 

1. Un polipéptido que comprende una primera secuencia de aminoácidos que comprende los aminoácidos 2-120 
de la SEC ID Nº: 11 y una segunda secuencia de aminoácidos que comprende los aminoácidos 136-242 de la SEC ID 
Nº: 11, en el que dicha primera secuencia de aminoácidos y dicha segunda secuencia de aminoácidos están unidas por 
un grupo espaciador peptídico. 5 

2. El polipéptido de acuerdo con la reivindicación 1, en el que dicha primera secuencia de aminoácidos 
comprende los aminoácidos 2-120 de la SEC ID Nº: 1. 

3. El polipéptido de acuerdo con la reivindicación 1 ó 2, en el que dicha primera secuencia de aminoácidos 
consiste en los aminoácidos 1-120 de la SEC ID Nº: 1. 

4. Un polipéptido que comprende una secuencia de aminoácidos seleccionada de la SEC ID Nº: 11 y SEC ID Nº: 10 
1 y SEC ID Nº: 12. 

5. El polipéptido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende además una 
molécula efectora. 

6. El polipéptido de acuerdo con la reivindicación 5, en el que la molécula efectora es un polipéptido que tiene 
actividad de destrucción celular. 15 

7. El polipéptido de acuerdo con la reivindicación 6, en el que el polipéptido que tiene actividad de destrucción 
celular es una toxina o una variante biológicamente activa de la misma. 

8. El polipéptido de acuerdo con la reivindicación 7, en el que la toxina es exotoxina de Pseudomonas o una 
variante biológicamente activa de la misma. 

9. El polipéptido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende la secuencia 20 
de aminoácidos que se muestra en la SEC ID Nº: 3. 

10. El polipéptido de acuerdo con la reivindicación 5, en el que la molécula efectora es una entidad química que 
tiene actividad de destrucción celular. 

11. El polipéptido de acuerdo con la reivindicación 10, en el que la entidad química que tiene actividad de 
destrucción celular se selecciona del grupo que consiste en fármacos quimioterápicos, compuestos citotóxicos y 25 
compuestos citostáticos. 

12. El polipéptido de acuerdo con la reivindicación 10, en el que la entidad química que tiene actividad de 
destrucción celular es una sustancia radiactiva. 

13. Un polinucleótido que codifica un polipéptido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12. 

14. El polinucleótido de acuerdo con la reivindicación 13, que comprende la secuencia de nucleótidos que se 30 
muestra en la SEC ID Nº: 2. 

15. El polinucleótido de acuerdo con la reivindicación 14, que comprende la secuencia de nucleótidos que se 
muestra en la SEC ID Nº: 4. 

16. Un plásmido o un vector que contiene el polinucleótido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 
13 a 15, unido operativamente a una o más secuencias de control de la expresión. 35 

17. El plásmido o vector de acuerdo con la reivindicación 16, que contiene además un origen de replicación o una 
secuencia de replicación autónoma, una o más secuencias marcadoras y, opcionalmente, sitios de restricción 
adicionales. 

18. Una célula huésped transformada con el plásmido o vector de acuerdo con la reivindicación 16 ó 17. 

19. La célula huésped de acuerdo con la reivindicación 18, en la que dicha célula huésped es una célula de E. coli. 40 

20. Un procedimiento para la preparación de un anticuerpo de cadena sencilla recombinante o un fragmento del 
mismo, que comprende cultivar una célula huésped de acuerdo con la reivindicación 18 ó 19 en condiciones adecuadas 
y recuperar el anticuerpo de cadena sencilla recombinante o fragmento del mismo. 

21. El uso de un polipéptido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12 o de un polinucleótido de 
acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 13 a 15, para la fabricación un medicamento para el tratamiento de 45 
un trastorno que implica una actividad y/o expresión anormal de ErbB2. 

22. El uso de acuerdo con la reivindicación 21, en el que el trastorno a tratar es un cáncer 
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.23. El uso de acuerdo con la reivindicación 22, en el que el cáncer se selecciona del grupo que consiste en cáncer 
de mama, cáncer de próstata, cáncer de ovario, carcinoma de células escamosas, cáncer de cabeza y cuello, cáncer 
pulmonar no microcítico, cáncer de páncreas, cáncer gástrico, cáncer de glándulas salivares, tumores parotídeos, 
melanoma, carcinoma cervical, cáncer de páncreas, cáncer de colon y colorrectal, cáncer de vejiga, meduloblastoma, 
cáncer de riñón, cáncer de hígado y cáncer de estómago. 5 

24. Un procedimiento para mejorar la producción de un anticuerpo recombinante de cadena sencilla dirigido contra 
el dominio extracelular de la tirosina quinasa receptora ErbB2, que comprende impedir el inicio de la traducción a partir 
del codón Nº 92 de la SEC ID Nº: 10. 

25. El procedimiento de acuerdo con la reivindicación 24, que comprende modificar en un polinucleótido que 
comprende la SEC ID Nº: 10 uno o más nucleótidos en las posiciones 262-270 de la SEC ID Nº: 10. 10 

26. El procedimiento de acuerdo con la reivindicación 24, que comprende sustituir el codón Nº 92 en la secuencia 
de nucleótidos de la SEC ID Nº: 10 con un codón que codifique un aminoácido distinto de metionina. 

27. El procedimiento de acuerdo con la reivindicación 26, caracterizado porque el aminoácido distinto de 

metionina es serina. 

28. El procedimiento de acuerdo con la reivindicación 24, que comprende delecionar el codón Nº 92. 15 
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