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Proteinas recombinantes con efecto antitumoral.

La presente invencidn proporciona una proteina
recombinante con actividad ribonucleasa que
comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID NO:
1 fusionada a través de su extremo N-terminal con
una secuencia de localizaciéon nuclear, asi como una
molécula de ADN recombinante que codifica para
esta proteina, un vector que comprende dicha
molécula de ADN y una célula que comprende dicho
vector. Adicionalmente la presente invencion esta
referida a un procedimiento para la obtencién de la
proteina recombinante y el uso de la misma como
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DESCRIPCION
Proteinas recombinantes con efecto antitumoral.

La presente invencién esta relacionada con el campo de la medicina, y particularmente con el campo de la
oncologia. Especificamente se refiere a proteinas recombinantes con actividad ribonucleolitica que presentan un
efecto antitumoral.

ESTADO DE LA TECNICA

Algunas enzimas de la familia ribonucleasa (de ahora en adelante denominada RNasas) han suscitado un especial
interés debido a su actividad citotdxica, ya que se podrian usar como agentes terapéuticos para el tratamiento del
cancer.

Como ejemplo de RNasa que tienen efecto citotdxico destaca la Onconasa® (de ahora en adelante denominada
ONC), una RNasa procedente de oocitos y embriones tempranos de Rana pipiens que se encuentra en estudios
clinicos de fase Ill como agente antitumoral para el tratamiento de mesotelioma maligno presentando selectividad
para células tumorales. Al unirse a la superficie de células tumorales y ser internalizada en el citosol, la ONC causa
la muerte celular como resultado de la potente inhibicion de la sintesis proteica mediante un mecanismo que implica
la degradacion del RNA celular. Es conocido que la ONC no es inhibida por el inhibidor proteico de RNasas presente
en el citosol de células de mamifero (también denominado IR), lo que explica la mayor citotoxicidad de la ONC en
comparacion con otras RNasas de mamifero y, por consiguiente, su efecto antitumoral.

Sin embargo, la ONC presenta propiedades no deseables. Debido a su origen no humano, la ONC tipicamente
estimula respuestas inmunoldgicas adversas en el hombre y provoca una elevada toxicidad renal. Ademas, el hecho
de que se obtenga a partir de una fuente natural hace todavia mas dificil y caro obtener cantidades suficientes de
proteina.

Se han utilizado diversas estrategias para obtener RNasas citotoxicas que superen las deficiencias de la ONC. La
mayor parte de estas estrategias han estado enfocadas a la obtencion recombinante de RNasas humanas
resistentes a la accion del IR gracias a la introduccion de mutaciones en su secuencia que provocan una deficiencia
en su capacidad de unién al IR.

El trabajo publicado por Bosch et al (Bosch M, Benito B, Ribé M, Puig T, Beaumelle B, Vilanova M. “A Nuclear
Localization Sequence Endows Human Pancreatic Ribonuclease with Cytotoxic Activity”. Biochemistry 2004, vol. 43,
p. 2167-2177) propone una alternativa diferente en tanto que describe una variante de la RNasa pancreatica humana
(de ahora en adelante RNasa-PH) que, aun siendo sensible al IR, escapa a su accion por ser importada al nucleo,
donde el IR no esta presente. Esta variante, denominada PES5, incluye mutaciones que determinan la existencia de
una sefial de localizaciéon nuclear bipartita discontinua (Rodriguez M, Benito A, Tubert P, Castro J, Ribé M,
Beaumelle B, Vilanova M. “A Cytotoxic Ribonuclease Variant with a Discontinuous Nuclear Localization Signal
Constituted by Basic Residues Scattered Over Three Areas of the Molecule”. Journal of Molecular Biology 2006, vol.
360, p. 548-557). Dicha sefal constituye una sefal de localizacion nuclear (de ahora en adelante SLN) no
convencional integrada por diferentes residuos basicos, los cuales, a pesar de estar situados en tramos alejados en
la secuencia de la proteina, se encuentran préximos en la estructura tridimensional de la misma, lo que permite su
interaccion con importina alfa y consiguiente importaciéon al nucleo. El resultado es una RNasa modificada con
actividad citotéxica frente a lineas celulares de leucemia, carcinoma epidermoide, carcinoma de mama, carcinoma de
ovario, carcinoma cervical y linfoma de Burkitt, entre otros, siendo mas activa en lineas tumorales que presentan un
fenotipo de multirresitencia a medicamentos antitumorales.

Ventajosamente, la variante PE5 es de origen humano, por lo que presenta menos efectos secundarios que la ONC
y otras RNasas citotdxicas de origen no humano. Sin embargo PES5 presenta una actividad citotoxica poco eficiente.
En comparaciéon con la ONC, por ejemplo, la actividad de PE5 es entre 5 y 15 veces menor (Bosch et al, 2004,
supra). La baja eficiencia de PE5 condicionaria un incremento en el coste del tratamiento antitumoral y podria
provocar la aparicion de otros efectos secundarios dado que serian necesarias dosis mas elevadas.

A pesar de los avances antes descritos, es deseable proporcionar agentes y tratamientos mas eficientes para los
enfermos de cancer con menos efectos secundarios y a un coste mas asequible.

EXPLICACION DE LA INVENCION

Los inventores de la presente invencién han desarrollado variantes de la RNasa-PH con elevado efecto citotéxico
que permiten proporcionar a los enfermos de cancer un tratamiento antitumoral eficiente, con menos efectos
secundarios.

Los inventores han encontrado, sorprendentemente, que la incorporacién de una SLN en el extremo N-terminal de la
secuencia de una variante de RNasa-PH definida por la SEC ID NO: 1 resulta en una nueva RNasa recombinante
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con un efecto citotoxico diez veces superior a la variante original.

Asi, un primer aspecto de la invencién se refiere a una proteina recombinante con actividad RNasa que comprende
la secuencia de aminoacidos SEC ID NO: 1 fusionada a través de su extremo N-terminal con una SLN, siendo la
SEC ID NO: 1

KESAAAKFXRQHMDSXXSPSSSSTYCNQMMRRRNMTQGRCKPVNTFVHEPLVDVQNVCFQEKVTCKNGQGNCYK
SNSSMHITDCRLTNRRRYPNCAYRTSPKERHIIVACEGSPYVPVHFDASVEDST, donde

Xg es acido glutamico (E) o glutamina (Q),
X16 €s glicina (G) o acido aspartico (D), y
X47 es asparaguina (N) o serina (S).

Las proteinas recombinantes de la invencion son casi idénticas a la RNasa-PH salvaje, por lo que presentan menos
efectos adversos que la ONC, a la vez que ejercen un efecto citotéxico comparable a ésta y muy superior a las
variantes de las que derivan.

Debido a su efecto citotdxico, las proteinas recombinantes de la invencién son utiles como medicamento, en
concreto como agentes antitumorales para el tratamiento del cancer. Asi, un segundo aspecto proporciona una
proteina recombinante segun se define en el primer aspecto de la invencién, para uso como medicamento.

De cara a un uso médico, es habitual que los agentes activos sean formulados en composiciones farmacéuticas que
contienen excipientes adecuados para su administracion en humanos. Asi, un tercer aspecto de la invencién
proporciona una composicion farmacéutica que comprende la proteina recombinante definida en el primer aspecto
de la invencidn junto con cantidades suficientes de excipientes farmacéuticamente aceptables.

Un cuarto aspecto de la invencién proporciona un procedimiento para la construccion de una proteina recombinante
de acuerdo con el primer aspecto de la invencién que comprende: a) introducir la secuencia del gen que codifica
para la RNasa-PH (n° genbank Gene ID: 6035, actualizado el 13 de enero de 2011) en un vector de expresion,
donde dicho vector contiene los elementos necesarios para llevar a cabo la expresion del gen contenido en dicho
vector; b) incorporar en el vector resultante del paso (a) una cadena de nucleétidos que codifica para una SLN en el
extremo del gen que codifica para la regiéon N-terminal de la RNasa-PH, donde dicha incorporacion se lleva a cabo
mediante técnicas de mutagénesis en cassette; c) inducir modificaciones en el vector resultante del paso (b) de
modo que se obtiene una nuevo vector que comprende la secuencia que codifica para la proteina recombinante
definida de acuerdo con la reivindicacion 1, donde dichas modificaciones se llevan a cabo mediante mutagénesis
dirigida por oligonucledtido; y d) llevar a cabo la expresion de la secuencia que codifica para la proteina
recombinante definida en la reivindicacién 1 a partir del vector resultante del paso (c).

La proteina recombinante resultante del paso (d) puede ser posteriormente purificada mediante métodos conocidos
en el estado de la técnica. Como ejemplo, la purificacion de RNasas recombinantes se describe en Ribé M, Benito A,
Canals A, Nogués MV, Cuchillo C, Vilanova M. “Purification of engineered human pancreatic ribonuclease”. Methods
in Enzymology 2001, vol. 341, p. 221-234.

Asi, la proteina recombinante con actividad RNasa de la presente invencion puede prepararse mediante la expresion
en fase de una secuencia de acidos nucleicos que codifica para una SLN y la secuencia de acidos nucleicos que
codifica para la cadena polipeptidica definida por SEC ID NO: 1, donde la SLN esta situada en el extremo N-terminal
de la SEC ID NO: 1, y donde la SEC ID NO: 1 es una variante de la RNasa-PH, seguida si es necesario de la
purificacion de la proteina asi expresada.

Otros aspectos de la invencion proporcionan una molécula de acido nucleico aislada que codifica para la proteina
recombinante definida en el primer aspecto de la invencidn, un vector de expresion que comprende la secuencia de
acido nucleico que codifica para dicha proteina recombinante y una célula hospedadora que comprenda dicho vector.

A lo largo de la descripcion y las reivindicaciones la palabra "comprende" y sus variantes no pretenden excluir otras
caracteristicas técnicas, aditivos, componentes o pasos. Para los expertos en la materia, otros objetos, ventajas y
caracteristicas de la invencion se desprenderan en parte de la descripcion y en parte de la practica de la invencion.
Los siguientes ejemplos y figuras se proporcionan a modo de ilustracion, y no se pretende que sean limitativos de la
presente invencién. Ademas, la presente invencidon cubre todas las posibles combinaciones de realizaciones
particulares y preferidas aqui indicadas.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

FIG. 1. Citotoxicidad de dos producciones independientes de la variante PM5SLNP4-B5 frente a diversas lineas
celulares. A, produccion 1; B, produccién 2. En cada grafica se indica el porcentaje de células vivas (eje de
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ordenadas) respecto a la concentracion de proteina ensayada (eje de abscisas). La FIG. 1 se corresponde con los
resultados del apartado 2.1.

FIG. 2. Citotoxicidad de una tercera produccion independiente (produccién 3) de la variante PM5SLNpB4-f5 frente a
diversas lineas celulares. En cada grafica se indica el porcentaje de células vivas (eje de ordenadas) respecto a la
concentracion de proteina ensayada (eje de abscisas). La FIG. 2 también se corresponde con los resultados del
apartado 2.1.

FIG. 3. Inhibicién de las proteinas recombinantes y ONC a causa del IR. El ensayo se llevé a cabo incubando las
proteinas recombinantes que se indican, con (+) o sin (-) IR, en presencia del sustrato (rRNA). 1, PE10 + IR; 2, PE10
- IR; 3, PE5 + IR; 4, PE5 - IR; 5, SLNPES5 + IR; 6, SLNPE5 — IR; 7, ONC + IR; 8, ONC - IR; 9, control negativo sin
proteina recombinante + IR. La FIG. 3 se corresponde con los resultados del apartado 2.2.

FIG. 4. Degradacion de RNA nuclear en células HelLa tratadas con ONC y SLNPES5. 1, control (células HelLa no
tratadas); 2, ONC; 3, SLNPES. La FIG. 4 muestra los resultados del apartado 2.3.

EXPOSICION DETALLADA DE MODOS DE REALIZACION
Definiciones

Una “secuencia de localizacion nuclear” o “SLN” es una secuencia de aminoacidos cuya funcidon es permitir la
importacion al nucleo de una proteina que se encuentra en el citosol mediante la interaccion con proteinas citosolicas
que interaccionan con receptores especificos que se encuentran en la membrana nuclear. Las SLNs mejor
caracterizadas estan compuestas por una o mas agrupaciones de aminoacidos basicos, si bien no corresponden a
una secuencia de consenso especifica, y se clasifican por lo general en dos grupos llamados SLN monopartitas, que
contienen una sola agrupacién de aminoéacidos bésicos, y SLN bipartitas, que contienen dos agrupaciones basicas
separadas por un segmento de 10-12 aminoacidos no conservados. Mayoritariamente se trata de secuencias
lineales. Ademas de estos tipos de SLNs, pueden existir otro tipo de SLNs menos convencionales definidas por
aminodcidos que, si bien estan situados en tramos alejados en la secuencia de la proteina, se encuentran préoximos
en la estructura tridimensional de la misma, lo que posibilita su interaccion con proteinas que a su vez interaccionan
con receptores de membrana responsables de la importacion nuclear. Estas SLN se llaman aqui "SNL no
convencionales".

El término “secuencia de acidos nucleicos” se refiere a un polimero de ADN o ARN en forma de cadena Unica o
doble y, a menos que esté limitado de otra manera, que abarca analogos conocidos de nucleétidos naturales que se
hibridan con acidos nucleicos de una manera similar a los nucleétidos naturales. A menos que se indique lo
contrario, una secuencia particular de acidos nucleicos incluye su secuencia complementaria.

El término “secuencia de aminoacidos” se refiere a un polimero de aminoacidos unidos por enlaces peptidicos en
forma de cadena uUnica y, a menos que esté limitado de otra manera, que abarca analogos conocidos de
aminoacidos naturales. Un “polipéptido” esta constituido por una secuencia de aminoacidos de tamafio variable.

Por “ADN recombinante” se entiende una molécula de ADN artificial formada de manera deliberada in vitro por la
modificacion de secuencias de ADN o por la unién de secuencias de ADN que normalmente no se encuentran juntas.
La construccién de ADN recombinante y la sucesiva expresion de dicho ADN da como resultado la producciéon de
proteinas recombinantes que contienen modificaciones deseadas con respecto a las proteinas originales.

Un “vector de expresién” incluye un cassette de expresion que comprende un ADN recombinante que codifica para
un polipéptido de acuerdo con la invencién que puede ser transcrito y traducido por una célula hospedadora. El
cassette de expresion recombinante es un constructo de acidos nucleicos, generado por recombinacién o
sintéticamente, con una serie de elementos especificados de acidos nucleicos que permite la transcripcion de un
acido nucleico particular en una célula hospedadora. El vector de expresion recombinante puede ser parte de un
plasmido, virus o fragmento de acido nucleico. Tipicamente, la parte de cassette de expresion recombinante del
vector de expresion incluye un acido nucleico a ser transcrito y un promotor operablemente ligado al mismo.

Una célula hospedadora es una célula que comprende un vector de expresion y que es capaz de expresar una o
varias proteinas recombinantes codificadas por la secuencia de ADN de dicho vector.

El término “aislado” segun la presente invencion se refiere al material bioldgico que esta sustancial o esencialmente
libre de componentes que normalmente lo acompafan en su ambiente natural.

Segun la invencion, “modificaciones conservativas” sobre una secuencia particular de acidos nucleicos se refiere a
aquellas modificaciones que dan como resultado una secuencia que codifica para un polipéptido con propiedades
similares al codificado por la secuencia de acidos nucleicos original, siempre y cuando dichos cambios no afecten a
la actividad y propiedades del polipéptido en cuestién.
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Adicionalmente, es conocido que debido a la degeneracion del cédigo genético un aminoacido puede estar
codificado por mas de un triplete o codén. Por ejemplo, los codones GCA, GCC, GCG y GCU codifican el
aminoacido alanina.

“Aminoacidos derivados” son aquellos que contienen modificaciones quimicas en el aminoacido. Aminoacidos
derivados potencialmente interesantes son aminodcidos amidados, acetilados, sulfatados, fenilados, alquilados
fosoforilados, glicosidados u oxidados.

Por “excipiente farmacéuticamente aceptable” se refiere a compuestos que, de acuerdo con un criterio médico, son
adecuados para su uso en un sujeto, humano o no humano, sin toxicidad excesiva, irritacion, reaccion alérgica u otro
tipo de problema o complicacién para el sujeto. Los excipientes de una composicion farmacéutica también deben ser
“aceptables” en el sentido de ser compatibles con los demas ingredientes de la formulacion. Los excipientes
farmacéuticamente aceptables adecuados para cualquier tipo de composicién pueden encontrarse en textos
estandar de ciencias farmacéuticas.

La presente invencién esta relacionada con RNasas recombinantes derivadas de la RNasa-PH que presentan un
elevado efecto citotoxico y son bien toleradas por el cuerpo humano, evitando efectos secundarios indeseables.

Los inventores han encontrado que la secuencia SEC ID NO: 1 fusionada en su extremo N-terminal con una SLN da
como resultado proteinas recombinantes con actividad ribonucleolitica que poseen una actividad citotoxica muy
superior la las RNasas de las que derivan. Tal y como se demuestra en el ejemplo 2.1, las proteinas recombinantes
de la invencién ejercen un efecto citotéxico aproximadamente 10 veces mayor que las RNasas de las que derivan.
Esto supone una clara ventaja de cara al uso en terapia anticancerigena, ya que las proteinas recombinantes segun
la invencion consiguen el mismo efecto antitumoral a dosis mas bajas. Esto implica menores efectos secundarios en
el paciente, ademas de un ahorro sustancial en el coste de la terapia.

Las proteinas recombinantes segun la invencién se caracterizan por ser importadas de manera eficiente al nucleo
celular, de tal manera que ejercen su actividad ribonucleolitica principalmente en el nucleo de la célula. Esta
caracteristica condiciona que estas RNasas recombinantes posean una elevada actividad citotoxica.

Las proteinas recombinantes de la invencion tienen en comin que comprenden la secuencia de aminoacidos SEC ID
NO: 1 fusionada en su extremo N-terminal con una SLN. Las proteinas definidas por la SEC ID NO: 1 derivan de la
RNasa-PH nativa mediante modificaciones puntuales en la secuencia de la misma. En estas variantes, la posiciéon 9
de la SEC ID NO: 1 puede estar ocupada por acido glutamico o por glutamina, la posicion 16 puede ser glicina o
acido aspartico, y la posicion 17 puede ser asparagina o serina.

Las variantes definidas por la SEC ID NO: 1 contienen una secuencia de localizaciéon nuclear discontinua no
convencional definida por los residuos de Lys1, Arg31, Arg32, Arg33, Arg89, Arg90 y Arg91. Esta SLN no
convencional favorece la importacion de la variante RNasa al nucleo de la célula, de modo que las RNasas definidas
por SEC ID NO: 1 ya poseen cierto efecto citotéxico, si bien, como se ha comentado anteriormente, este efecto es
insuficiente de cara a una aplicacién terapéutica.

El disefio de variantes de RNasa de procedencia humana con actividad citotoxica para aplicaciones terapéuticas no
es sencillo. Esto se debe a que el efecto citotoxico de una RNasa es el resultado de multitud de caracteristicas de la
proteina, tales como su estabilidad, su eficiencia en la internalizaciéon y en la translocacion al citosol, su capacidad
para evadir al IR y su actividad catalitica. Cualquier modificacion introducida en la secuencia de la proteina podria
afectar a una o varias de estas caracteristicas. Por eso no hay una clara asociaciéon entre una modificacién
determinada y un incremento en la actividad antitumoral de una RNasa como consecuencia de la modificacion.

Asi, las modificaciones en la secuencia de las RNasas de SEC ID NO: 1 podrian provocar un cambio conformacional
que dificulte el reconocimiento por la importina, lo que supondria también una menor importacion al nicleo y la
pérdida de citotoxicidad. Este efecto no deseado ha sido descrito por Tubert et al (Tubert P, Rodriguez M, Ribé M,
Benito A, Vilanova M. “The nuclear transport capacity of a human-pancreatic ribonuclease variant is critical for its
cytotoxicity”. Invest. New. Drugs. 2010, DOI 10.1007/s10637-010-9426-2), quienes observaron una disminucién de la
actividad citotoxica de la variante denominada PE5 cuando se eliminaban los residuos que conforman la SLN no
convencional de esta enzima. Por otro lado, las modificaciones podrian afectar al centro activo de la enzima
provocando la pérdida de actividad ribonucleolitica de la misma. Asi, parece que las RNasas citotdxicas derivadas de
RNasa-PH nativa deben mantener un dificil equilibrio entre su estabilidad, actividad ribonucleolitica y capacidad de
importaciéon en el nucleo. La modificacion de la secuencia de las RNasas podria interferir en cualquiera de estos
factores disminuyendo su actividad citotoxica.

En algunos casos, se ha logrado dirigir moléculas al nucleo mediante la incorporacién de varias SLN. Por ejemplo, la
US5674977 describe un octapéptido ramificado sintético como vehiculo de direccionamiento de farmacos a un
compartimento celular deseado. Cuando el compartimento celular de destino es el nucleo celular, el octapéptido
incorpora varias copias del SLN del antigeno mayor de SV,,. Segun US5674977, la internalizacion al ndcleo requiere
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de la incorporacion de multiples SLN en la secuencia del octapéptido. Otro documento (Chen P, Wang J, Hope K, Jin
L, Dick J, Cameron R, Brandwein J, Minden M, Reilly R M. “Nuclear Localizing Sequences Promote Nuclear
Translocation and Enhance the Radiotoxicity of the Anti-CD33 Monoclonal Antibody HuM195 Labeled with "n in
Human Myeloid Leukemia Cells”. J Nucl Med 2006, vol. 47, p. 827-836), describe que la importacion al nucleo del
anticuerpo monoclonal HuM195 marcado con "in (anticuerpo anti-CD33) se triplica cuando se conjuga con cuatro
SLN, y es seis veces mayor cuando se conjuga con ocho SLN. Los resultados muestran que es necesario conjugar
dicho anticuerpo con una media de cinco SLN para obtener una actividad citotoxica dos veces mayor en
comparacion con el anticuerpo no conjugado. Asi, parece que esta estrategia es poco eficiente para el
direccionamiento de las moléculas al nucleo de la célula.

El escaso éxito del direccionamiento al nicleo mediante SLNs queda ilustrado en el caso de RNasas citoplasmaticas
en el ejemplo 2.1., donde se muestra que la incorporacién de una SLN en una RNasa recombinante denominada
PM5 no incrementa en modo alguno su citotoxicidad, y esto independientemente de dénde se incorpore la SLN. Del
mismo modo, la insercién de una SLN en el extremo C-terminal de una RNasa definida por la SEC ID NO: 1
(PE5NLS) resulta en una variante cuya actividad citotéxica no es significativamente superior a la RNasa de la cual
deriva (PE5), demostrando asi que la SLN no favorece su importacién al nucleo de la célula (ver tabla 1).

Inesperadamente, tal y como muestra en la tabla 1, la incorporacién de una unica secuencia de localizacion nuclear
en el extremo N-terminal de una RNasa definida por la SEC ID NO: 1 (NLSPE5) resulta en una variante cuya
citotoxicidad es aproximadamente diez veces superior a la RNasa de la cual deriva (PE5).

Son parte de la presente invencion proteinas que contengan modificaciones conservativas con respecto a las
proteinas recombinantes definidas en el primer aspecto de la invencion. Estas modificaciones no deben disminuir
sustancialmente la actividad citotdxica de las proteinas.

También forman parte de la invencion proteinas recombinantes, segun el primer aspecto de la invencion,
modificadas mediante la sustituciéon de algunos aminoacidos por aminoacidos derivados. Estas modificaciones no
deben disminuir la actividad catalitica de la enzima ni su capacidad para ser importada al nucleo celular.

Los aminoacidos que componen la SEC ID NO: 1 pueden tener configuracion L o D. Aquellos con configuraciéon D
son mas resistentes a la degradacion por proteasas.

En una realizacién particular del primer aspecto de la invencion, la SEC ID NO: 1 de la proteina recombinante
contiene acido glutamico en Xg, glicina en X4, y asparagina en X47. La secuencia particular que contiene dichos
residuos se denomina de ahora en adelante PE5. En otra realizacién particular, Xy es glutamina, X4 es acido
aspartico, y X47 es serina constituyendo una secuencia particular denominada de ahora en adelante PE10. La PE10
presenta la ventaja adicional con respecto a la PE5 de que es mas parecida a la RNasa-PH salvaje, es decir, es una
proteina mas humanizada que provoca menores reacciones adversas en el cuerpo humano.

La SLN que se fusiona con la SEC ID NO: 1 segun el primer aspecto de la invencion puede ser una SLN
monopartita, bipartita, o cualquier SLN que no interfiera con la actividad de la enzima. En una realizacion particular,
la SLN que se fusiona con la SEC ID NO: 1 es la SLN del antigeno mayor del virus SV, con SEC ID NO: 2. En otra
realizacion particular la SLN esta definida por la secuencia SEC ID NO: 3. En otra realizacién particular la SLN esta
definida por la secuencia SEC ID NO: 4

En una realizacion preferida, la proteina recombinante de la invencién esta definida por la SEC ID NO: 10. En otra
realizacion preferida, la proteina recombinante esta definida por la SEC ID NO: 14.

La construccion de proteinas recombinantes de acuerdo con la invencion puede llevarse a cabo empleando técnicas
conocidas en el campo de la biologia molecular. Tipicamente se preparara en primer lugar el acido nucleico
recombinante que codifica para la proteina recombinante segun la invencién mediante la restriccion y el clonado de
secuencias apropiadas. La secuencia de ADN comprende la secuencia que codifica para la SEC ID NO: 1, y un SLN,
ambas secuencias situadas en fase. La SEC ID NO: 1 y la secuencia SLN pueden estar separadas por una
secuencia espaciadora. Las secuencias espaciadoras estan constituidas tipicamente por residuos serina, glicinay /o
alanina (espaciador no rigido) o secuencias que contengan residuos de prolina (espaciador rigido). Las secuencias
espaciadoras pueden ser mas o0 menos largas, si bien habitualmente contienen entre 4 y 8 residuos.

Tipicamente la secuencia de ADN recombinante esta contenida en un vector de expresion. A continuacion se
introduce el ADN recombinante en un hospedador adecuado para conseguir la expresién de la proteina
recombinante. El experto en la materia seleccionara el vector de expresién mas adecuado teniendo en cuenta las
caracteristicas de la proteina recombinante a expresar y el hospedador que se va a utilizar. Finalmente la proteina
recombinante se purifica empleando cromatografia de intercambio i6nico o cualquier otro método de purificacion
conocido en el estado de la técnica. En caso de que la proteina recombinante sea inactiva debido, por ejemplo, a un
plegamiento defectuoso de la misma, el experto en la materia aplicarda métodos conocidos en la técnica para
proceder al plegamiento y subsiguiente activacion de dicha proteina.
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Con el objeto de facilitar la purificacion de la proteina recombinante es habitual introducir en un extremo de la
proteina una secuencia de aminoacidos especialmente disefiada para tal fin. Una secuencia de aminoacidos que se
puede introducir en la proteina recombinante para facilitar su purificacion es una secuencia de polihistidina (His-Tag).
Estas secuencias His-Tag son ampliamente usadas para la purificacion de proteinas recombinantes mediante
cromatografia de afinidad. Otras secuencias que facilitan la purificacion que pueden usarse en la presente invencion
son, por ejemplo, secuencias antigénicas como la hematoglutinina, T7, GST o myc.

El gen que codifica para la proteina recombinante segun la invencion también puede prepararse por sintesis quimica.
La sintesis quimica produce un oligonucledtido de una sola cadena. Esta puede convertirse en un ADN de cadena
doble mediante hibridaciéon con una secuencia complementaria, o0 mediante polimerizaciéon con una ADN polimerasa
utilizando la cadena unica como molde. Aunque la sintesis quimica se limita a secuencias de aproximadamente 100
bases, pueden obtenerse secuencias mas largas ligando entre si las secuencias mas cortas.

Existen otras opciones para producir la proteina recombinante de la invencion, tales como por escision o fusion de
polipéptidos sintéticos o semisintéticos. También se puede obtener la proteina recombinante mediante una
combinacion de las técnicas arriba descritas.

En los ejemplos que se reproducen mas adelante se describe la construccion de algunas proteinas recombinantes
segun la invencion.

Las proteinas recombinantes de la invencion son utiles como medicamento en terapia anticancerigena por su
elevada citotoxicidad. El efecto citotoxico de estas proteinas frente a lineas celulares de carcinoma cervical, linfoma
mieloide, carcinoma de ovario y de pulmén queda demostrado en el ejemplo 2.1. Asi, una realizacién preferida de la
invencién proporciona una proteina recombinante segun lo descrito para uso como agente antitumoral. Las proteinas
recombinantes segun la invencién se pueden usar para el tratamiento de leucemia, carcinoma epidermoide,
carcinoma de mama, carcinoma cervical, linfoma mieloide, carcinoma de ovario, pancreas, higado y pulmén.
Asimismo, es importante resaltar que las proteinas recombinantes de la invencion presentan in vitro mayor efecto
para lineas celulares tumorales con fenotipo de multiresistencia a medicamentos, es decir representativas de
estadios avanzados de canceres.

Asi, una realizacién preferida proporciona una proteina recombinante segun la invencion para uso en el tratamiento
del cancer. Esta realizacion se puede reformular como el uso de la proteina recombinante de la invencién para la
fabricacion de un medicamento destinado al tratamiento del cancer. La invencion también proporciona un método de
tratamiento del cancer que comprende administrar a un paciente que lo necesite una cantidad terapéuticamente
efectiva de la proteina recombinante de la invencion. En una realizacién preferida la proteina recombinante es para
el tratamiento de todo tipo de cancer que responda a la terapia, principalmente cancer de ovario, pulmén y mama.

La actividad antitumoral de estas proteinas puede reforzarse empleando estrategias bien conocidas en el estado de
la técnica. Por ejemplo, las proteinas pueden dirigirse hacia un tipo de células tumorales de interés mediante su
conjugacion con anticuerpos especificos frente a antigenos expresados en la superficie celular de las células de
eleccion o su union a ligandos de receptores expresados en la superficie celular de las células de eleccion. Varios
anticuerpos utiles para el direccionamiento de agentes anti-cancerigenos a sus células diana son conocidos en el
estado de la técnica.

Otro aspecto de la invencién se refiere a composiciones farmacéuticas que comprenden una cantidad
terapéuticamente efectiva de la proteina recombinante de la invencién, junto con cantidades suficientes de
excipientes farmacéuticamente aceptables. En una realizacion particular, los excipientes farmacéuticamente
aceptables son apropiados para la terapia anticancerigena sin inducir toxicidad, irritacion, incompatibilidad,
inestabilidad, respuesta alérgica o similar.

Preferentemente, las composiciones de la invencién se administraran a los pacientes por via intravenosa. Como
podran apreciar los expertos en la materia, las composiciones pueden prepararse en diferentes formas adecuadas
para administrar por via intravenosa.

La proteina recombinante de la invenciéon también puede administrarse por via tépica o por via oral. Cuando la
proteina de la invencion se administra por via oral preferentemente comprende un recubrimiento que evite su
degradacion en el tracto gastrointestinal.

Las composiciones de la presente invencion pueden comprender, adicionalmente, componentes que permitan una
liberacion controlada o mayor confort.

En las aplicaciones terapéuticas, las composiciones se administran a un paciente que sufre de una enfermedad en
una cantidad terapéuticamente efectiva, que se define como una cantidad suficiente para producir beneficios al
paciente. La cantidad de proteina recombinante de la invencién a administrar puede ser determinada por una
persona experta en la materia siguiendo protocolos estandar en el campo de la clinica médica. La cantidad exacta
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dependera de la severidad de la enfermedad y del estado general de salud del paciente. Pueden administrarse
dosificaciones Unicas o multiples (a intervalos de tiempo) de las composiciones dependiendo de la dosis reguerida.
Por ejemplo, para administracion intravenosa de ONC se usan cantidades entre 300 :g/mzlpeso y 100001g/m“/peso

La cantidad terapéuticamente efectiva también depende de si la proteina recombinante de la invencion se usa como
Unico agente antitumoral o se usa en combinacién con otro agente antitumoral. Las terapias combinatorias son
habituales en el campo del tratamiento del cancer. Por tanto, en una realizacion particular, la RNasa segun la
invencién se usa en combinacién con otro agente anti-tumoral. Los agentes antitumorales de la presente invencion
se pueden usarse en combinacion con otros agentes antitumorales tales como tamoxifen, lovastatin, cis-platino,
vincristina, inhibidores del proteasoma, interferones, doxorubicina y rosiglitazona, entre otros.

EJEMPLOS
1. METODOLOGIA
1.1. Construccion de variantes de la ribonucleasa pancreatica humana (RNasa-PH).

Las variantes de RNasa-PH descritas y los oligonucleétidos usados para su construccién estan enumerados en el
listado de secuencias.

1.1.1.  Construccién de pM5SLN.

Se introdujo la secuencia SEC ID NO: 2 en el extremo C-terminal de la variante de la RNasa-PH PM5cct contenida
en el vector pM5cct (la construccion pMb5cct se obtuvo a partir de pM5 mediante mutagénesis dirigida por
oligonucleotido, utilizando los oligonucleétidios T7PROM (SEC ID NO: 35) y MO9CCT1 (SEC ID NO: 36). Para la
construccion, el gen de PM5 fue amplificado por PCR con los oligonucleétidos T7/PROM y MOCCT1 y el DNA
resultante fue posteriormente digerido con los enzimas de restriccion Ndel y Sall. El producto de la digestion se
insertd en el fragmento del plasmido pM5 resultado de eliminar el gen de la RNasa mediante la digestion con los
enzimas de restriccion Ndel y Sall. (Bosch et al, supra; Canals A., Ribo M., Benito A., Bosch M., Mombelli E.,
Vilanova M. “Production of Engineered Human Pancreatic Ribonucleases, Solving Expression and Purification
Problems, and Enhancing Thermostability”. Protein Expression and Purification 1999, vol. 17, p. 169-181). Para ello,
los oligonucleotidos complementarios CTSLN_1 (SEC ID NO: 17) y CTSLN_2 (SEC ID NO: 18) se mezclaron a
concentraciones equimolares, se calentaron hasta 90°C, y la temperatura se dej6 descender gradualmente hasta
25°C durante 30 min. Los oligonucleétidos aparejados fueron purificados mediante electroforesis en gel de agarosa y
ligados al vector pM5cct previamente digerido con BamHI y Hindlll. Con el DNA resultante se transformaron células
DH5a para obtener pM5SLN.

Construccién de pSLNPM5

Esta variante fue construida en dos pasos. Primero se construyé la variante pLINKM5. Para ello, el gen de la variante
de la RNasa-PH contenido en el plasmido pM5 (Canals et al, supra) fue amplificado usando los oligonucleétidos
T7TERM (SEC ID NO: 19) y PLINKME_1 (SEC ID NO: 20), el cual introduce una diana de restriccion Hindlll en el
extremo 5’ del gen. El producto de PCR fue digerido con Hindlll y Sall, y ligado al vector pET17b (Novagen
(Madison, WI)) previamente digerido con Hindlll y Xhol. Con el producto de la reaccion de ligamiento se transformo
la linea DH5a (Invitrogen) para obtener el vector pLINKM5. La secuencia que codifica para SEC ID NO: 2 se
introdujo en el extremo 5’ del gen que codifica para la HP-RNasa del vector pLINKM5 para crear pSLNPM5. Para
ello, los oligonucleotidos complementarios NTSLN_1 (SEC ID NO: 21) y NTSLN_2 (SEC ID NO: 22) se mezclaron a
concentraciones equimolares, se calentaron hasta 90°C, y la temperatura se dejo descender gradualmente hasta
25°C durante 30 min.

Los oligonucleétidos aparejados fueron purificados mediante electroforesis en gel de agarosa y ligados a pLINKM5,
previamente digerido con Hindlll y Ndel. Con el DNA resultante se transformaron células DH5a para obtener
pSLNPMS5.

1.1.2. Construccion de pM5SLN(p4-35).

Para la construccion de esta variante se partié del vector pM5 (Bosch et al, 2004) y mediante mutagénesis dirigida
utilizando el kit “Quik-change PCR site-directed mutagénesis” (Stratagene, USA) de acuerdo con las instrucciones
del fabricante y los oligonucledtidos, BM1 (SEC ID NO: 23) y BM2 (SEC ID NO: 24), se introdujeron las dianas de
restriccion BamHI y Munl que substituian la secuencia 86-93 de la variante PM5 de la RNasa-PH. Los productos de
PCR fueron digeridos con Dpnl y se utilizaron para transformar células DH5a para obtener pM5int.

La secuencia que codifica para la SEC ID NO: 2 se introdujo en el lazo p4-f5 de la proteina codificada por el gen de
la variante PM5 de la RNasa-PH para crear pPM5SLN(B4-5). Para ello, los oligonucleétidos complementarios
INTSLN_1 (SEC ID NO: 25) y INTSLN_2 (SEC ID NO: 26) se mezclaron a concentraciones equimolares, se
calentaron hasta 90°C, y la temperatura se dejé descender gradualmente hasta 25°C durante 30 min. Los
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oligonucleétidos aparejados fueron purificados mediante electroforesis en gel de agarosa y ligados a pMb5int,
previamente digerido con BamHI y Munl. Con el DNA resultante se transformaron células DH5a para obtener
p5SLN(B4-p5).

1.1.3. Construccion de pSLNPES y pESSLN.

pSLNPES5 y pE5SSLN se obtuvieron a partir de pSLNPM5 y pM5SLN introduciendo los cambios Gly89Arg y Ser90Arg.
Estos cambios fueron introducidos mediante mutagénesis dirigida por oligonucleétido utilizando el kit “Quik-change
PCR site-directed mutagénesis” (Stratagene, USA) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Los
oligonucleotidos utilizados para la construccién de estas variantes fueron: PE5SA (SEQ ID NO: 27) y PE5B (SEQ ID
NO: 28). Los productos de PCR fueron digeridos con Dpnl y se utilizaron para transformar células DH5a para
obtener pSLNPES5 y pE5SSLN.

1.1.4. Construccién de pE10.

PE10 es la variante definida por la SEC ID NO: 1 donde Xg es GIn, X es Asp, y X7 es Ser. Esta variante fue
construida en dos pasos. Primero se construyo la variante PE9 (SEQ ID NO: 12) introduciendo los cambios Gly89Arg
y Ser90Arg sobre la secuencia de la RNasa-PH salvaje. Para ello, el vector pE5 obtenido segun Bosch et al (supra)
fue digerido con los enzimas de restriccion Sacl y Sall y un fragmento de 320 pares de bases (que corresponde al
segmento del gen comprendido entre los codones 21 a 128) se ligd al vector pM9 (vector que contiene el gen salvaje
que codifica para la RNasa-PH) previamente digerido con los mismos enzimas de restriccion Sacl-Sall y se
transformaron células DH5a para obtener pE9. pE10 se obtuvo a partir de pE9 introduciendo los cambios Arg4Ala y
Lys6Ala. Estos cambios fueron introducidos mediante mutagénesis dirigida por oligonucledtido utilizando el kit “Quik-
change PCR site-directed mutagénesis” de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Los oligonucleotidos
utilizados para la construccion de esta variante fueron R4AK6A3 (SEQ ID NO: 29) y R4AK6A5 (SEQ ID NO: 30).

Los productos de PCR fueron digeridos con Dpnl y se utilizaron para transformar células DH5a para obtener pE10.
1.1.5. Construcciéon de pSLNPE10.

Esta variante se construye en dos etapas. En una primera etapa se introduce en el vector pSLNPES5 la mutacion
Glu9GIn (dando lugar al vector pPSLNPE5GIu9GIn) mediante mutagénesis dirigida utilizando el kit “Quik-change PCR
site-directed mutagénesis” de Stratagene, USA, de acuerdo con las instrucciones del fabricante y los oligonucleétidos
E9Q_1 (SEQ ID NO: 31)i E9Q_2 (SEQ ID NO: 32).

En una segunda etapa, se introduce en la variante SLNPE5GIu9GIn la mutacién Gly16Asp y Asn17Ser (dando lugar
al vector pSLNPE10) mediante el mismo procedimiento de mutagénesis dirigida descrito anteriormente (Quikhange
de Stratagene) y los oligonucleotidos D16S17_1 (SEQ ID NO: 33) i D16S17_2 (SEQ ID NO: 34).

Los productos de PCR se digieren con Dpnl y se utilizan para transformar células DH5a para obtener pSLNPE10.

1.2. Expresion y purificaciéon de las proteinas recombinantes derivadas de la RNasa-PH.

Se inocularon cultivos de noche de células BL21(DE3), que habian sido transformadas con el vector derivado de
pET17 que contenia la variante deseada, a una dilucién 1:100 en 5 erlenmeyers de 2L cada uno, que contenian 400
mL del medio de cultivo Terrific Broth (Sambrook et al “Molecular Cloning: A Laboratory Manual” (tercera edicion)
CSHL Press) (suplementado con 50 pg/ml de ampicilina. Se permitié su crecimiento a 37°C con agitacién vigorosa.
La expresion proteica fue inducida en la fase exponencial tardia mediante la adicién de IPTG a una concentracion
final de 1 mM. Después de 3—4 h mas de crecimiento, las células fueron recogidas mediante centrifugacion a 7500xg
durante 7 min y los sedimentos fueron almacenados a -20°C hasta su utilizacion.

Los sedimentos congelados se descongelaron y fueron resuspendidos en 30 mL de 50 mM Tris-acetato pH 8,0, 10
mM EDTA, las células fueron lisadas mediante una prensa de French y centrifugadas a 9400 xg durante 45 min para
aislar los cuerpos de inclusiéon. Los agregados proteicos fueron disueltos en 10 mL de 6 M cloruro de guanidinio, 100
mM Tris—acetato, 2 mM EDTA, pH 8.0, y reducidos mediante la adicién de GSH a una concentracion final de 0,1 M.
El pH se ajustdé a 8,5 mediante la adicion de Tris sélido y la muestra fue incubada a temperatura ambiente, bajo
atmésfera de nitrégeno, durante 2h. Después de la eliminacion del material insoluble mediante centrifugacion a 1400
xg durante 30 min, la proteina soluble se diluyé en 2 L de 0,1 M Tris—acetato, 0,5 M L-arginina, 1 mM GSSG, 2 mM
EDTA, pH 8,5, y fue incubada a 10°C durante al menos 48 h. La muestra se ajusté a pH 5,0 con acido acético glacial
y fue concentrada hasta 150 mL mediante ultrafiltracién tangencial. La muestra concentrada fue dializada
exhaustivamente frente a 50 mM acetato sédico, pH 5,0. El material precipitado o insoluble se descarté mediante
centrifugacion a 15300xg durante 30min.

Las proteinas recombinantes replegadas fueron purificadas mediante cromatografia de intercambio catiénico en una
columna Mono-S HR 5/5 FPLC, equilibrada con 50mM acetado sddico a pH 5,0 y eluidas con un gradiente lineal de 0
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a 1M de NaCl. Las proteinas recombinantes eluyeron a las siguientes concentraciones de NaCl: 550 mM (PE5), 540
mM (PE10) y 620mM (SLNPE5), 600 mM (PE5SLN), 510 mM (SLNPM5), 500 mM (PM5SLN) y 310 mM
(PM5SLN(R4R5), en este ultimo caso la cromatografia se llevo a cabo a pH 8,0 y en los anteriores casos a pH 5,0.
Las fracciones que contenian las proteinas recombinantes puras y homogéneas fueron dializadas frente a agua ultra
pura y liofilizadas para ser almacenadas a -80°C hasta posteriores analisis. La masa molecular de cada variante se
confirmé mediante espectrometria de masas, MALDI-TOF.

1.3. Ensayos de citotoxicidad.

Células NCI/ADR-RES (procedentes del laboratorio del Dr. K. Cowan del Natiocal Cancer Institute, NHI, Bethesda,
MD, USA), NCI-H460/R (procedentes del laboratorio del Dr. S. Ruzdijuc del Institute for Biological Research” S.
Stankovic, Belgrado, Servia), HeLa, MCF7, A431 (estas tres lineas celulares fueron adquiridas a Eucellbank,
Universidad de Barcelona, Espafia), MCF10A (procedentes del laboratorio del Dr. J, Menéndez del Instituto de
Investigacion Biomédica de Girona), OVCAR-8 (adquiridas al National Cancer Institute, USA) y Jurkat (procedentes
del laboratorio del Dr. B. Beaumelle del CNRS de Montpellier) fueron colocadas en placas de 96 pocillos a una
densidad apropiada, es decir, 10000 células por pocillo para la linea celular NCI/ADR-RES, 3000 células por pocillo
para la linea celular NCI-H460/R, 1100 células por pocillo para la linea celular HeLa, 7000 células por pocillo para la
linea celular MCF7, 2500 células por pocillo para la linea celular A431, 2500 células por pocillo para la linea celular
MCF10A, 1500 células por pocillo para la linea celular OVCAR-8 y 6000 células por pocillo para la linea celular
Jurkat. Después de 24h de incubacion, las células fueron tratadas con varias concentraciones de PE5 (0,1-30 uM),
PE10 (0,1-30 uM), SLNPES5 (0,001-10 uM), PE5SSLN (0,1-30 uM), SLNPM5 (0,1-30 pM), PM5SLN (0,1-30 pM),
PM5SLN(B4-85) (0,1-30 yM) u ONC (0,001-10 pM) durante 72 h. La sensibilidad a las diferentes proteinas se
determin6 mediante el método del MTT esencialmente tal como describe el fabricante (Sigma, USA). Se recogieron
los datos mediante lecturas de absorbancia a 570nm con un equipo de multilectura de placas (BioTek Instruments,
USA). Los valores de ICsy representan la concentracion de la RNasa ensayada que se requiere para inhibir la
proliferacion celular en un 50% y fueron calculados para algunas variantes mediante interpolacion lineal a partir de
las curvas de crecimiento obtenidas.

1.4. Ensayo de inhibicion de las proteinas recombinantes

Se comprobé la actividad ribonucleolitica de las proteinas recombinantes en presencia de IR utilizando un ensayo en
gel de agarosa, descrito en Bosch et al, 2004 (supra). Brevemente, 15 ng de cada proteina recombinante en 20 ul de
20mM Hepes, 125 mM NaCl, 2,5 mM DTT, 10 mM EDTA, pH 7,0, se incubaron durante 10 min a 25°C con 0 o 40
unidades de IR (Promega, USA) (1 unidad es la cantidad de IR requerida para inhibir la actividad de 5 ng de RNasa
en un 50%). Seguidamente se afiadieron 4 ug de 16S y 23S rRNA (Roche, Suiza) y las muestras fueron incubadas
durante 10 min mas a 25°C. Las reacciones se pararon mediante la adicién de 3 pl de tampodn electroforético de
carga (40% (p/v) sacarosa, 0,2% (v/v) pirocarbonato de dietilo, y 0,25% (p/v) de azul de bromofenol) y las muestras
fueron sometidas a electroforesis en gel de agarosa (1,2% (p/v)) conteniendo bromuro de etidio.

1.5. Ensayo de degradacion de RNA por las proteinas recombinantes (extraccion de RNA nuclear y
citoplasmatico).

Se colocaron 3 *10° células Hela en un frasco de cultivo T75 (Nunc). Después de 4h de incubacion las células se
trataron con 0,1 yM ONC, 0,3 uM SLNPES5. Estas concentraciones corresponden a valores cercanos a los valores de
IC4 segun el ensayo con MTT. Después de 24h de incubacion, las células fueron recogidas mediante centrifugacion
a 400xg durante 5min a 4°C y lavadas con PBS enfriado en hielo. La fraccién de RNA nuclear y citoplasmatico se
extrajo utilizando el kit PARIS k (Applied Biosystems/Ambion, USA) de acuerdo con las instrucciones del fabricante y
almacenado a -80°C. Se cargaron muestras de 1ug de RNA en un gel de agarosa 1,5% en condiciones
desnaturalizantes y el grado de degradacion del RNA fue medido por comparacion con el RNA purificado de células
HelLa no tratadas.

2. RESULTADOS
2.1. Citotoxicidad

PMS5 es una variante de la RNasa-PH que presentan los cambios Arg4Ala, Lys6Ala, GIn9Glu, Asp16Gly y Ser17Asn.
PM5SLN, SLNPM5 y PM5SLN(B4-B5) son variantes de PM5 que presentan la NLS definida por la SEC ID NO: 2 en
su extremo C-terminal (PM5SLN), N-terminal (SLNPM5) o en el lazo p4-B5 (PM5SLN(B4-p5)). Estas variantes fueron
producidas y purificadas, observandose al finalizar la produccion que las proteinas estaban correctamente plegadas
y activas. A continuacion, se estudio su citotoxicidad en diferentes lineas celulares tumorales segun se detalla en el
apartado 1.3.

Las figuras FIG. 1 y FIG. 2 muestran los resultados de citotoxicidad de 3 producciones independientes de la variante
PM5SLNp4-B5 (producciones 1-3). En cada grafica se indica el porcentaje de células vivas (viabilidad) respecto a la
concentracion de proteina ensayada (curva dosis-respuesta). Cada uno de los trazos corresponde a un ensayo de
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citotoxicidad diferente frente a una linea celular. Tal y como se puede observar en las figuras, la citotoxicidad fue en
todos los casos idéntica a la del control sin proteina, es decir nula. EI mismo resultado negativo se obtuvo al ensayar
la citotoxicidad de las variantes PM5SLN y SLNPMS5, las cuales contienen una SLN en el extremo C-terminal y N-
terminal, respectivamente (resultados no mostrados). Todos estos datos indican que, independientemente de dénde
se hubiera introducido la SLN, la variante derivada de PM5 no mostré actividad citotdxica alguna.

Los ensayos de citotoxicidad se llevaron a cabo también con las proteinas recombinantes PE10, PE5, SLNPE5 y
PESSLN, utilizando ONC como control positivo. A partir de los resultados obtenidos en los ensayos se calculé el
valor ICsy para cada una de estas proteinas recombinantes y la ONC tal y como se explica en el apartado 1.3. Los
resultados se expresan en la tabla 1.

Tabla 1. Valores medios de IC5, en uM de las diferentes proteinas recombinantes y ONC sobre diferentes lineas
tumorales.

ONC SLNPES PES PE10 PE5SLN

C50 media + SD
IC5p media + SD ICsg media + SD ICsg media + SD I1C5y media + SD (UM)

(M) (M) (M) (HM)
NCI/ADR-RES 1,18 + 0,17 0,97 + 0,05 8,91 + 1,31 8,89 + 1,57 5.40 + 0.49
NCI-H460/R 0,44 + 0,12 0,40 + 0,01 2,98 + 0,39 3,28+ 0,47 ne
Hela 0,15+ 0, 01 0,27 + 0,04 1,74 + 0,27 1,88 + 0,44 ne
OVCARS 0,54 + 0,08 0,24 + 0,04 3,32+ 0,59 3,65 + 0,80 n.e
Jurkat 0,33 + 0,01 1,92 +0,17 13,12 + 1,23 13,23 + 0,85 n.e

n.e. no ensayado

Estos resultados indican que tanto PE5 como PE10 muestran cierta citotoxicidad frente a las lineas tumorales
ensayadas. Sin embargo, su actividad citotéxica es muy inferior a la de la ONC. La insercion de un SLN en el
extremo C-terminal de estas variantes da lugar a una proteina recombinante con una citotoxicidad algo superior, pero
que todavia se encuentra muy por debajo de la actividad de la ONC. Sorprendentemente, la insercion del SLN en el
extremo N-terminal de la variante PE5 resulta en una proteina recombinante cuya actividad citotdxica es de igual
magnitud que la ONC.

2.2. Inhibicion de las proteinas recombinantes por el IR.

La FIG. 3 representa la inhibicion de las proteinas recombinantes y ONC a causa del IR citoplasmatico. El ensayo se
llevé a cabo incubando las proteinas recombinantes que se indican, con o sin IR, en presencia del sustrato (rRNA).
Si la proteina recombinante escapa al IR como es el caso de la ONC (control positivo), el sustrato se degrada tanto
en ausencia como en presencia del inhibidor. PE5, PE10 y SLNPES, no degradan el sustrato en presencia del
inhibidor, lo que indica que estas proteinas son sensibles al IR.

De estos resultados se deduce que la actividad citotoxica de las variantes es independiente del IR.
2.3. Degradacién de RNA nuclear y citoplasmatico por las proteinas recombinantes.

La FIG. 4 muestra los resultados de los ensayos de degradacion de RNA nuclear a causa de la accién de las
proteinas recombinantes realizada tal y como se indica en el apartado 1.5. Como se puede observar en la figura,
SLNPE5 degrada RNA nuclear, mientras que deja intacto el RNA citoplasmatico (resultados no mostrados). En
cambio, la ONC no degrada el RNA nuclear.

Del conjunto de los resultados de las figuras 4 y 5 se deduce que la actividad citotdxica de las variantes PE5, PE10 y
SLNPES, al contrario que la de la ONC, es consecuencia de su eficiente importacién al nucleo y no de su capacidad
para escapar al IR. Dado que no existe diferencia alguna entre la sensibilidad al IR entre estas tres variantes, la
elevada citotoxicidad que presenta SLNPES5 frente a PE5 y PE10 ha de ser consecuencia de una importacién mas
eficiente al nucleo.
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REIVINDICACIONES

1. Proteina recombinante con actividad ribonucleasa que comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID NO: 1
fusionada a través de su extremo N-terminal con una secuencia de localizacién nuclear, siendo la SEC ID NO: 1

KESAAAKFXRQHMDSXXSPSSSSTYCNQMMRRRNMTQGRCKPVNTFVHEPLVDVQNVCFQEKVTCKNGQGNCYK
SNSSMHITDCRLTNRRRYPNCAYRTSPKERHIIVACEGSPYVPVHFDASVEDST, donde

Xg es acido glutamico (E) o glutamina (Q),
X16 €s glicina (G) o acido aspartico (D), y
X47 €s asparagina (N) o serina (S).

2. Proteina recombinante de acuerdo con la reivindicacidon 1, donde la secuencia de localizacion nuclear se
selecciona del grupo que consiste en las secuencias SEC ID NO: 2, SEC ID NO: 3 y SEC ID NO: 4.

3. Proteina recombinante de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-2, donde

X €s acido glutamico (E),

X6 €s glicina (G), y

X47 €s asparagina (N).

4. Proteina recombinante de acuerdo con la reivindicacién 3, que consiste en la secuencia SEC ID NO: 10.
5. Proteina recombinante de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-2, donde

Xq es glutamina (Q),

X416 €s acido aspartico (D), y

X47 €s serina (S).

6. Proteina recombinante de acuerdo con la reivindicacion 5, que consiste en la secuencia SEC ID NO: 14.

7. Composicion farmacéutica que comprende una cantidad terapéuticamente efectiva de la proteina recombinante
como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1-6, junto con cantidades suficientes de excipientes
farmacéuticamente aceptables.

8. Proteina recombinante segun se define en cualquiera de las reivindicaciones 1-6, para uso como medicamento.
9. Proteina recombinante de acuerdo con la reivindicacion 8, para uso como agente antitumoral.

10. Proteina recombinante de acuerdo con la reivindicacién 9, para uso en el tratamiento de cancer con fenotipo de
multiresistencia a medicamentos.

11. Proteina recombinante de acuerdo con las reivindicaciones 9-10, para uso en el tratamiento del cancer de ovario,
pulmén y mama.

12. Proteina recombinante de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 9-11, para uso en combinacion con otro
agente antitumoral.

13. Uso de la proteina recombinante como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1-6, para la fabricacion de
un medicamento para el tratamiento del cancer.

14. Procedimiento para la construccion de una proteina recombinante de acuerdo con la reivindicacion 1 que
comprende:

a) introducir la secuencia del gen que codifica para la RNasa-PH (gene ID: 6035, fecha de actualizacion 13 de enero
del 2011) en un vector de expresién, donde dicho vector contiene los elementos necesarios para llevar a cabo la
expresion del gen contenido en dicho vector;

b) incorporar en el vector resultante del paso (a) una cadena de nucleétidos que codifica para una secuencia de
localizaciéon nuclear en el extremo del gen que codifica para la region N-terminal de la RNasa-PH, donde dicha
incorporacion se lleva a cabo mediante técnicas de mutagénesis en casette;

12
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c¢) inducir modificaciones en el vector resultante del paso (b) de modo que se obtiene una nuevo vector que
comprende la secuencia que codifica para la proteina recombinante definida de acuerdo con la reivindicacion 1,
donde dichas modificaciones se llevan a cabo mediante mutagénesis dirigida por oligonucleétido; y

d) llevar a cabo la expresion de la secuencia que codifica para la proteina recombinante definida en la reivindicacion
1 a partir del vector resultante del paso (c).

15. Molécula de ADN aislada que codifica para la proteina recombinante como se define en cualquiera de las
reivindicaciones 1-6.

16. Molécula de ADN aislada de acuerdo con la reivindicacion 15 que codifica para la proteina recombinante
seleccionada del grupo que consiste en SEC ID NO: 10 y SEC ID NO: 14.

17. Molécula de ADN aislada de acuerdo con la reivindicacion 16 que consiste en SEC ID NO 15y la SEC ID NO: 16

18. Vector de expresion que comprende una molécula de ADN como se define en cualquiera de las reivindicaciones
15-17.

19. Célula hospedadora que comprende el vector de expresion definido en la reivindicacion 18.

13
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FIG. 1
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201130324

1. Documentos considerados.-

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideraciéon para la
realizacién de esta opinion.

Documento NUmero Publicacién o Identificacion Fecha Publicacion

D01 VILANOVA M. et al. Ribonucleases directed to the nucleus as a
novel proapoptotic anticancer strategy. New Biotechnology.

Sep. 2009. Vol. 25. N°. Suppl. 1. Paginas S8-S9. ISSN 1871-6784.
D02 RODRIGUEZ M. et al. A Cytotoxic Ribonuclease Variant with a
Discontinuous Nuclear Localization Signal Constituted by Basic
Residues Scattered Over Three Areas of the Molecule. Journal of
Molecular Biology. 14.07.2006. Vol. 360. N°. 3. Paginas 548-557.
ISSN 0022-2836.

2. Declaracion motivada segin los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucién de la Ley 11/1986, de 20 de
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracion

La presente solicitud divulga un grupo de proteinas de fusién recombinantes producidas por insercion de una secuencia de
localizacién nuclear (SLN) en el extremo N-terminal de una secuencia proteica con actividad ribonucleasa.

Las reivindicaciones 1-12 hacen referencia a las proteinas recombinantes, la reivindicacion 14 se refiere a su uso, la
reivindicacion 14 la procedimiento de construccién de la proteina recombinante, las reivindicaciones 15-17 a las moléculas
de ADN que codifican las proteinas recombinantes, y las reivindicaciones 18 y 19 a un vector de expresion y una célula
hospedadora que comprenda alguna de las moléculas de ADN reivindicadas.

Ninguno de los documentos del estado de la técnica divulga proteinas de fusion SLN-RNasa idénticas a las divulgadas en la
presente solicitud, por lo que las reivindicaciones 1-19 serian nuevas segun se menciona en el art. 6 de la Ley 11/1986.

D01 representa el documento del estado de la técnica mas cercano al objeto de la solicitud divulga la construccion de una
variante de la ribonucleasa pancreatica humana (HP-RNase), denominada PE5, que presenta una SLN que es responsable
de su transporte al ndcleo, lo que supuso un aumento de su capacidad citotoxica. Su citotoxicidad se prob6 en células de
lineas de ovario. La diferencia entre el documento anterior y la presente solicitud es la insercién de la SLN en el extremo N-
terminal de la ribonucleasa. El efecto técnico de esa diferencia seria el mayor orden de magnitud de la actividad citotéxica
de la ribonucleasa a la cual se ha fusionado la SLN seleccionada. El problema planteado por el objeto de la invencion
contenido en las reivindicaciones seria la provision de proteinas recombinantes de fusién SLN-actividad ribonucleasa con
elevada actividad citotdxica.

Segun se deriva de los datos aportados en la memoria descriptiva (tabla 1) Gnicamente se observa ese efecto sorprendente
en la variante denominada SLNP5 (SEC .ID. NO: 10, SEC. ID. NO: 15), por lo que sélo las reivindicaciones 4, 7-19, en la
medida que hagan referencia a la secuencia proteica y nucleica de la proteina identifica por la SEC. ID. NQ: 10, cumpliria
con el requisito de actividad inventiva, tal y como se menciona en el art. 8 de la Ley 11/1986. Para las demds variantes que
aparecen en las reivindicaciones tal diferencia no implica ese efecto sorprendente o inesperado, ya que en ninguna parte de
la descripcién se muestra evidencia alguna. Asi las reivindicaciones 1-3, 5, 6 no pueden considerarse inventivas tal y como
se menciona en el art. 8 de la Ley 11/1986, puesto que no resuelven el problema planteado.
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