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DESCRIPCIÓN

Una proteína de fusión polipeptídica monocatenaria para uso en el tratamiento del dolor

La presente invención se refiere al uso de proteínas de fusión no citotóxicas para el tratamiento de tipos específicos
de dolor.

Las toxinas pueden dividirse en general en dos grupos según el tipo de efecto que tienen en una célula diana. En5
más detalle, el primer grupo de toxinas destruye sus células diana naturales, y por lo tanto se conocen como 
moléculas de toxinas citotóxicas. Este grupo de toxinas se ilustra entre otros por toxinas vegetales como ricina y
abrina, y por toxinas bacterianas como toxina diftérica y exotoxina A de Pseudomonas. Las toxinas citotóxicas han 
atraído gran interés en el diseño de "balas mágicas" (p. ej., inmunoconjugados, que comprenden un componente de 
toxina citotóxica y un anticuerpo que se une a un marcador específico en una célula diana) para el tratamiento de10
trastornos y estados celulares como el cáncer. Las toxinas citotóxicas normalmente destruyen sus células diana
inhibiendo el proceso celular de la síntesis de proteínas.

El segundo grupo de toxinas, que son conocidas como toxinas no citotóxicas, no destruyen (como confirma su 
nombre) sus células diana naturales. Las toxinas no citotóxicas han atraído mucho menos interés comercial que el 
que tienen sus contrapartes citotóxicas, y ejercen sus efectos en una célula diana inhibiendo procesos celulares15
distintos que la síntesis de proteínas. Las toxinas no citotóxicas son producidas por diversas plantas, y por diversos 
microorganismos como Clostridium sp. y Neisseria sp.

Las neurotoxinas clostridiales son proteínas que normalmente tienen una masa molecular del orden de 150 kDa. 
Son producidas por varias especies de bacterias, especialmente del género Clostridium, de la forma más importante
C. tetani y varias cepas de C. botulinum, C. butyricum y C. argentinense. En la actualidad existen ocho clases 20
diferentes de la neurotoxina clostridial, que son: toxina tetánica y neurotoxina botulínica en sus serotipos A, B, C1, D, 
E, F y G, y todas comparten estructuras y modos de acción similares.

Las neurotoxinas clostridiales representan un grupo importante de moléculas de toxinas no citotóxicas, y son
sintetizadas por la bacteria hospedadora como polipéptidos individuales que son modificados post-traslacionalmente
por un episodio de escisión proteolítica para formar dos cadenas de polipéptidos unidas conjuntamente por un 25
enlace de disulfuro. Las dos cadenas se denominan cadena pesada (cadena H), que tiene una masa molecular de
aproximadamente 100 kDa, y cadena ligera (cadena L), que tiene una masa molecular de aproximadamente 50 kDa.

Las cadenas L poseen una función de proteasa (actividad de endopeptidasa dependiente de cinc) y muestran una 
alta especificidad de sustrato para proteínas asociadas a vesículas y/o membrana plasmática implicadas en el 
proceso exocitósico. Las cadenas L de diferentes especies o serotipos clostridiales pueden hidrolizar enlaces 30
peptídicos diferentes pero específicos en una de tres proteínas de sustrato, que son sinaptobrevina, sintaxina o
SNAP-25. Estos sustratos son componentes importantes de la maquinaria neurosecretora.

Neisseria sp., muy especialmente de la especie N. gonorrhoeae, produce proteasas no citotóxicas similares 
funcionalmente. Un ejemplo de dicha proteasa es la proteasa de IgA (véase el documento WO-99/58.571).

En la técnica se ha documentado bien que las moléculas de toxinas pueden ser redireccionadas a una célula que no 35
es la célula diana natural de la toxina. Cuando se redirecciona de esta forma, la toxina modificada es capaz de 
unirse a una célula diana deseada y, después de la translocación subsiguiente en el citosol, es capaz de ejercer su 
efecto en la célula diana. Dicho redireccionamiento se consigue sustituyendo el resto de guiado (RG) natural de la
toxina por un RG diferente. A este respecto, el RG se selecciona de manera que se unirá a una célula diana
deseada, y permitirá el paso posterior de la toxina modificada a un endosoma dentro de la célula diana. La toxina40
modificada comprende también un dominio de translocación para permitir la entrada de la proteasa no citotóxica en
el citosol de la célula. El dominio de translocación puede ser el dominio de translocación natural de la toxina o puede
ser un dominio de translocación diferente obtenido de una proteína microbiana con actividad de translocación.

La sustitución de RG mencionada anteriormente puede efectuarse mediante técnicas convencionales de 
conjugación química, que son bien conocidas para un experto en la técnica. A este respecto, se hace referencia a45
Hermanson, G.T. (1996), Bioconjugate techniques, Academic Press, y a Wong, S.S. (1991), Chemistry of protein 
conjugation and cross-linking, CRC Press.

Sin embargo, a menudo la conjugación química es imprecisa. Por ejemplo, después de la conjugación, un RG puede
unirse al resto del conjugado en más de un punto de fijación.

La conjugación química es también difícil de controlar. Por ejemplo, un RG puede unirse al resto de la toxina50
modificada en un punto de fijación en el componente de proteasa y/o en el componente de translocación. Este hecho 
es problemático cuando se desea la fijación a solo uno de dichos componentes (preferiblemente en un único punto) 
para la eficacia terapéutica.

Así, la conjugación química da como resultado una población mixta de moléculas de toxinas modificadas, lo cual no 
es deseable.55
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Como alternativa a la conjugación química, puede realizarse sustitución de RG por preparación recombinante de una 
única proteína de fusión polipeptídica (véase el documento WO-98/07.864). Esta técnica se basa en el mecanismo 
bacteriano in vivo por el que se prepara la neurotoxina clostridial nativa (p. ej., holotoxina), y da como resultado una 
proteína de fusión que tiene la siguiente disposición estructural:

NH2 - [componente de proteasa] - [componente de translocación] - [RG] - COOH5

Según WO-98/07.864, el RG se coloca hacia el extremo C de la proteína de fusión. A continuación se activa la 
proteína de fusión por tratamiento con una proteasa, que se escinde en un punto entre el componente de proteasa y
el componente de translocación. Se produce así una proteína bicatenaria, que comprende el componente de 
proteasa como una cadena de polipéptido único unida de forma covalente (por medio de un puente de disulfuro) a 
otra cadena de polipéptido único que contiene el componente de translocación más RG. Mientras la metodología del 10
documento WO-98/07.864 sigue (en términos de disposición estructural de la proteína de fusión) el sistema de 
expresión natural de la holotoxina clostridial, los autores de la presente invención han encontrado que este sistema 
puede dar como resultado la producción de ciertas proteínas de fusión que tienen una capacidad de unión 
sustancialmente reducida para la célula diana en cuestión.

Este problema es relevante en particular en el contexto del tratamiento de tipos específicos de dolor.15

La presente descripción aborda uno o más de los problemas mencionados anteriormente proporcionando el uso de 
una molécula terapéutica para la fabricación de un medicamento para el tratamiento de tipos particulares de dolor, 
en donde la molécula terapéutica es una proteína de fusión polipeptídica monocatenaria, que comprende:

a. una proteasa no citotóxica, o un fragmento de la misma, proteasa o fragmento de proteasa que es capaz de dividir 
una proteína del aparato de fusión exocitósico en un aferente sensorial nociceptivo;20

b. un resto de guiado que es capaz de unirse a un sitio de unión en el aferente sensorial nociceptivo, sitio de unión
que es capaz de experimentar endocitosis para incorporarse en un endosoma en el aferente sensorial nociceptivo;

c. un sitio de escisión de la proteasa en el que la proteína de fusión puede ser dividida por una proteasa, en donde el 
sitio de escisión de la proteasa está situado entre la proteasa no citotóxica o fragmento de la misma y el resto de 
guiado; y25

d. un dominio de translocación que es capaz de translocar la proteasa o fragmento de proteasa desde el interior de 
un endosoma, a través de la membrana endosómica y al citosol del aferente sensorial nociceptivo.

La presente invención está definida por las reivindicaciones.

Duggan et al. 2002, Journal of Biological Chemistry, 277(38):34846-34852 describen la inhibición de la liberación de
neurotransmisores de ganglios de la raíz dorsal de ratas por un conjugado de un fragmento de endopeptidasa de 30
toxina A de Clostridium botulinum y lectina de Erythrina cristagalli.

Los autores de la presente invención han encontrado que el sistema de proteínas de fusión del documento WO-
98/07.864 no es óptimo para RG que requieren un dominio en el extremo N para la interacción con un sitio de unión
en un aferente sensorial nociceptivo. Este problema es especialmente agudo con RG que requieren un residuo de 
aminoácidos en el extremo N específico o una secuencia específica de residuos de aminoácidos que incluyen el 35
residuo de aminoácido en el extremo N para interacción con un sitio de unión en un aferente sensorial nociceptivo.

A diferencia del documento WO-98/07.864, la presente invención emplea proteínas de fusión no citotóxicas, en 
donde el componente RG de la fusión incluye el dominio de unión relevante en un intradominio o una secuencia de 
aminoácidos situada hacia la parte media (p. ej., de la secuencia peptídica lineal) del RG, o preferiblemente situada 
hacia el extremo N del RG, o más preferiblemente en o cerca del extremo N. El dominio en el extremo N es capaz de 40
unirse a un sitio de unión en un aferente sensorial nociceptivo, y el RG tiene preferiblemente un requisito para una
secuencia específica y definida de residuos de aminoácidos que estarán libres en su extremo N.

Los compuestos descritos en la presente memoria pueden usarse para tratar a un paciente que sufre uno o más
tipos de dolor crónico que incluyen dolor neuropático, dolor inflamatorio, cefalalgia, dolor somático, dolor visceral y
dolor referido.45

"Tratar”, como se usa en la presente memoria, significa tratar médicamente. Incluye, por ejemplo, la administración 
de un compuesto de la invención para prevenir el dolor o aliviar su intensidad.

El término "dolor”, como se usa en la presente memoria, significa cualquier experiencia sensorial desagradable, 
asociada normalmente con un trastorno físico. El trastorno físico puede ser o no evidente para un clínico. El dolor es 
de dos tipos: crónico y agudo. Un "dolor agudo" es un dolor de corta duración que tiene un inicio súbito. Un tipo de50
dolor agudo es, por ejemplo, el dolor cutáneo que se siente en la piel u otros tejidos superficiales, como el causado 
por un corte o por una quemadura. Los nociceptores cutáneos terminan justo debajo de la piel, y debido a su alta 
concentración de terminaciones nerviosas, producen un dolor localizado y bien definido de corta duración. "Dolor 
crónico" es un dolor distinto de un dolor agudo. El dolor crónico incluye dolor neuropático, dolor inflamatorio, 
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cefalalgia, dolor somático, dolor visceral y dolor referido.

I. Dolor neuropático

Los compuestos de la invención pueden usarse para tratar el dolor causado por o asociado a cualquiera de los 
siguientes estados dolorosos neuropáticos. "Dolor neuropático" significa una entrada sensorial anómala, que da 
como resultado molestias, desde el sistema nervioso periférico, el sistema nervioso central, o ambos.5

A. Síntomas de dolor neuropático

Los síntomas de dolor neuropático pueden implicar dolor espontáneo persistente, así como alodinia (una respuesta
dolorosa a un estímulo que normalmente no es doloroso), hiperalgesia (una respuesta acentuada a un estímulo 
doloroso que normalmente solo causa una ligera molestia, como un pinchazo) o hiperpatía (cuando una ligera 
molestia se convierte en un dolor intenso prolongado).10

B. Causas de dolor neuropático

El dolor neuropático puede estar causado por cualquiera de lo siguiente.

1. Una agresión traumática, como, por ejemplo, una lesión de compresión de los nervios (p. ej., aplastamiento de un 
nervio, elongación de un nervio, pinzamiento de un nervio o una transección incompleta de un nervio); una lesión de 
la médula espinal (p. ej., hemisección de la médula espinal); amputación de una extremidad; una contusión; una 15
inflamación (p. ej., una inflamación de la médula espinal); o una intervención quirúrgica.

2. Un episodio isquémico que incluye, por ejemplo, un ataque fulminante y un ataque cardíaco.

3. Un agente infeccioso

4. Exposición a un agente tóxico, que incluye, por ejemplo, un fármaco, un alcohol, un metal pesado (p. ej., plomo, 
arsénico, mercurio), un agente industrial (p. ej., un disolvente, vapores de una cola) u óxido nitroso.20

5. Una enfermedad, que incluye, por ejemplo, un trastorno inflamatorio, un tumor neoplásico, síndrome de 
inmunodeficiencia adquirida (SIDA), enfermedad de Lymes, lepra, una enfermedad metabólica, un trastorno de los 
nervios periféricos, como el neuroma, una mononeuropatía o una polineuropatía.

C. Tipos de dolor neuropático

1. Neuralgia.25

Una neuralgia es un dolor que irradia a lo largo del curso de uno o más nervios específicos normalmente sin ningún 
cambio patológico demostrable en la estructura del nervio. Las causas de la neuralgia son diversas. Irritación
química, inflamación, traumatismo (que incluye cirugía), compresión por estructuras cercanas (por ejemplo, tumores) 
e infecciones pueden provocar neuralgia. En muchos casos, sin embargo, la causa es desconocida o inidentificable. 
La neuralgia es más común en ancianos, pero puede producirse en cualquier edad. Una neuralgia, incluye, sin30
limitación, neuralgia del trigémino, neuralgia postherpética, neuralgia postherpética, neuralgia glosofaríngea, ciática y
dolor facial atípico.

La neuralgia es un dolor en la distribución de uno o varios nervios. Algunos ejemplos son neuralgia del trigémino, 
dolor facial atípico y neuralgia postherpética (causada por zona o herpes zóster). Los nervios afectados son 
responsables de la sensación del tacto, la temperatura y la presión en la zona facial desde la mandíbula a la frente. 35
El trastorno en general provoca episodios breves de dolor muy agudo, normalmente durante menos de dos minutos 
y solo en un lado de la cara. El dolor puede describirse de diversas formas como "punzante”, "lancinante”, "como un 
relampagueo”, "quemante” e incluso "prurítico". En la forma atípica de NT, el dolor puede estar presente también
como intenso o simplemente persistente y durar periodos extensos. El dolor asociado con NT se reconoce como uno 
de los dolores más agudos que pueden experimentarse.40

Estímulos simples como comer, hablar, lavarse la cara, o cualquier tacto o sensación ligeros pueden desencadenar 
un ataque (incluso la sensación de una ligera brisa). Los ataques pueden aparecer en racimos o como un ataque 
aislado.

Los síntomas incluyen dolor agudo punzante o dolor quemante constante localizado en cualquier lugar, normalmente
en o cerca de la superficie del cuerpo, en la misma posición para cada episodio; dolor a lo largo del curso de un 45
nervio específico; deterioro de la función de la parte afectada del cuerpo debido al dolor, o debilidad muscular debido 
a un daño simultáneo del nervio motor; aumento de la sensibilidad de la piel o entumecimiento de la zona cutánea 
afectada (sensación similar a un anestésico local como una inyección de novocaína); y cualquier tacto o presión se 
interpreta como dolor. El movimiento también puede ser doloroso.

La neuralgia del trigémino es la forma más común de neuralgia. Afecta al principal nervio sensorial de la cara, El 50
nervio trigémino ("trigémino" significa literalmente "tres orígenes", en referencia a la división del nervio en 3 ramas). 
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Este estado implica ataques repentinos y breves de dolor intenso en el lado de la cara, a lo largo de la zona inervada 
por el nervio trigémino en ese lado. Los ataques de dolor pueden ser suficientemente intensos para provocar una 
mueca facial, que clásicamente se refiere como tic doloroso (tic douloureux). En ocasiones, la causa de neuralgia del 
trigémino es un vaso sanguíneo o un pequeño tumor que presiona el nervio. Trastornos como la esclerosis múltiple 
(una enfermedad inflamatoria que afecta al encéfalo y la médula espinal), ciertas formas de artritis y la diabetes (alto 5
contenido de azúcar en sangre) también pueden provocar neuralgia del trigémino, aunque no siempre se identifica la 
causa. En este estado, determinados movimientos como masticar, hablar, deglutir o tocar una zona de la cara
pueden desencadenar un espasmo de dolor muy agudo.

Una neuralgia relacionada, aunque bastante infrecuente, afecta al nervio glosofaríngeo, que proporciona una 
sensación en la garganta. Los síntomas de esta neuralgia son episodios breves y de tipo shock de dolor localizado 10
en la garganta.

La neuralgia puede producirse después de infecciones como el herpes zóster, que está provocado por el virus de la 
varicela-zóster, un tipo de herpesvirus. Esta neuralgia produce un dolor quemante constante después de que haya 
curado la erupción del herpes zóster. El dolor empeora con el movimiento o el contacto con la zona afectada. No 
todos los casos con diagnóstico de herpes zóster derivan en la experiencia de neuralgia postherpética, que puede15
ser más dolorosa que el herpes zóster. El dolor y la sensibilidad pueden persistir durante meses o incluso años. El 
dolor aparece normalmente en forma de una sensibilidad intolerable ante cualquier tacto pero especialmente el tacto 
ligero. La neuralgia postherpética no se limita a la cara; puede aparecer en cualquier lugar del cuerpo aunque
normalmente tiene lugar en el lugar de la erupción del herpes zóster.

La depresión no es infrecuente debido al dolor y al aislamiento social durante la enfermedad.20

La neuralgia postherpética puede ser debilitante mucho después de que hayan desaparecido los signos de la 
infección original del herpes. Otras enfermedades infecciosas que pueden causar neuralgia son sífilis y enfermedad 
de Lyme.

La diabetes es otra causa común de neuralgia. Este problema médico tan frecuente afecta a casi 1 de cada 20 
estadounidenses durante la edad adulta. La diabetes daña las pequeñas arterias que aportan circulación a los 25
nervios, lo que da como resultado un mal funcionamiento de las fibras nerviosas y en ocasiones la pérdida del 
nervio. La diabetes puede producir casi cualquier neuralgia, lo que incluye neuralgia del trigémino, síndrome del 
túnel carpiano (dolor y entumecimiento de la mano y la muñeca) y meralgia parestésica (entumecimiento y dolor en
el muslo debido a una lesión en el nervio cutáneo femoral lateral). El control estricto del azúcar en sangre puede 
prevenir daños diabéticos en los nervios y acelerar la recuperación en pacientes que desarrollan neuralgia.30

Otros estados médicos que pueden asociarse con neuralgias son insuficiencia renal crónica y porfiria, una 
enfermedad hereditaria en la que el organismo no puede deshacerse de ciertas sustancias producidas después de la 
descomposición normal de la sangre en el organismo. Algunos fármacos también pueden provocar este problema.

2. Desaferenciación.

La desaferenciación indica una pérdida de la entrada sensorial de una parte del cuerpo, y puede estar causada por 35
la interrupción de fibras sensitivas periféricas o nervios del sistema nervioso central. Un síndrome de dolor por 
desaferenciación incluye, sin limitación, una lesión en el encéfalo o la médula espinal, un dolor después de un 
ataque fulminante, un dolor fantasma, una paraplejia, lesiones por avulsión del plexo braquial, radiculopatías
lumbares.

3. Síndromes de dolor regional complejo (SDRC)40

El SDRC es un síndrome de dolor crónico que procede de un dolor mantenido por vía simpática, y se presenta en
dos formas. El SDRC 1 se usa actualmente como sustituto de la expresión "síndrome de distrofia simpática refleja". 
Es un trastorno crónico de los nervios que aparece con la mayor frecuencia en los brazos o las piernas después de 
una lesión menor o mayor. El SDRC 1 se asocia con dolor intenso; cambios en las uñas, el hueso y la piel; y un 
aumento de la sensibilidad al tacto en la extremidad afectada. El SDRC 2 se usa como sustituto del término 45
causalgia, y procede de una lesión identificada en el nervio. Un SDRC, incluye, sin limitación, un SDRC Tipo I 
(distrofia simpática refleja) y un SDRC Tipo II (causalgia).

4. Neuropatía.

Una neuropatía es un cambio funcional o patológico en un nervio y se caracteriza clínicamente por anomalías
sensitivas o motoras de las neuronas.50

La neuropatía central es un cambio funcional o patológico en el sistema nervioso central.

La neuropatía periférica es un cambio funcional o patológico en uno o más nervios periféricos. Los nervios
periféricos retransmiten información del sistema nervioso central (encéfalo y médula espinal) a los músculos y otros 
órganos y desde la piel, las articulaciones y otros órganos de nuevo al encéfalo. La neuropatía periférica aparece 
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cuando estos nervios no consiguen transportar información a y desde el encéfalo y la médula espinal, lo que da 
como resultado dolor, pérdida de sensación o incapacidad de controlar los músculos. En algunos casos, la 
incapacidad de los nervios que controlan los vasos sanguíneos, el intestino y otros órganos da como resultado una 
presión arterial anómala, problemas de digestión y pérdida de otros procesos corporales básicos. Los factores de 
riesgo de neuropatía incluyen diabetes, consumo de alcohol abundante y exposición a ciertos productos químicos y5
fármacos. Algunas personas tienen una predisposición hereditaria a la neuropatía. La presión prolongada en un 
nervio es otro riesgo de desarrollo de una lesión nerviosa. La lesión por presión puede estar causada por inmovilidad 
prolongada (por ejemplo, por una intervención quirúrgica larga o una enfermedad prolongada) o por la compresión
de un nervio por escayolas, férulas, corsés, muletas u otros dispositivos. La polineuropatía implica un proceso 
extenso que afecta normalmente a los dos lados del cuerpo por igual. Los síntomas dependen del tipo de nervio10
afectado. Los tres tipos principales de nervios son sensitivos, motores y autónomos. La neuropatía puede afectar a 
cualquiera de ellos o a una combinación de los tres tipos de nervios. Los síntomas dependen también de si el estado
afecta a todo el cuerpo o solo a un nervio (por ejemplo, por una lesión). La causa de la polineuropatía inflamatoria 
crónica es una respuesta inmunitaria anómala. Los antígenos, los procesos inmunitarios y los factores 
desencadenantes específicos son variables y en muchos casos se desconocen. Pueden producirse en asociación15
con otros estados como VIH, enfermedad inflamatoria intestinal, lupus eritematoso, hepatitis activa crónica y
anomalías de las células sanguíneas.

La neuropatía periférica puede afectar a una función o implicar un cambio patológico en un único nervio o grupo de 
nervios (mononeuropatía) o afectar a una función o implicar un cambio patológico que afecta a múltiples nervios
(polineuropatía).20

Neuropatías periféricas

Trastornos hereditarios

Enfermedad de Charcot-Marie-Tooth

Ataxia de Friedreich

Trastornos sistémicos o metabólicos25

Diabetes (neuropatía diabética)

Deficiencias en la dieta (especialmente vitamina B-12)

Consumo excesivo de alcohol (neuropatía alcohólica)

Uremia (por insuficiencia renal)

Cáncer30

Estados infecciosos o inflamatorios

SIDA

Hepatitis

fiebre por garrapatas de Colorado

difteria35

síndrome de Guillain-Barre

infección por VIH sin desarrollo de SIDA

lepra

Lyme

panarteritis nudosa40

artritis reumatoide

sarcoidosis

síndrome de Sjogren

sífilis

lupus eritematoso sistémico45
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amiloide

Exposición a compuestos tóxicos

inhalación de pegamento u otros compuestos tóxicos

óxido nitroso

agentes industriales, especialmente disolventes5

metales pesados (plomo, arsénico, mercurio, etc.)

Neuropatía secundaria a fármacos como nefropatía analgésica

Causas diversas

isquemia (disminución de oxígeno/disminución del flujo sanguíneo)

exposición prolongada a bajas temperaturas10

a. Polineuropatía

La polineuropatía es una neuropatía periférica que implica la pérdida de movimiento o sensación en una zona 
provocada por daño o destrucción en múltiples nervios periféricos. El dolor polineuropático, incluye, sin limitación, 
síndrome post-polio, síndrome posmastectomía, neuropatía diabética, neuropatía alcohólica, amiloide, toxinas, 
SIDA, hipotiroidismo, uremia, deficiencias de vitaminas, dolor inducido por la quimioterapia, tratamiento con 2’,3’-15
didesoxicitidina (ddC), síndrome de Guillain-Barré o enfermedad de Fabry.

b. Mononeuropatía

La mononeuropatía es una neuropatía periférica que implica pérdida de movimiento o sensación en una zona 
provocada por daño o destrucción en un único nervio o un grupo de nervios periféricos. La mononeuropatía es 
causada con la máxima frecuencia por un daño en una zona local derivado de una lesión o traumatismo, aunque en 20
ocasiones los trastornos sistémicos pueden provocar un daño en un nervio aislado (por ejemplo, con mononeuritis 
múltiples). Las causas habituales son traumatismo directo, presión prolongada en el nervio y compresión del nervio
por tumefacción o lesión cerca de estructuras corporales. El daño incluye destrucción de la vaina (cubierta) de 
mielina del nervio o de parte de la célula nerviosa (el axón). Este daño ralentiza o impide la conducción de impulsos 
a través del nervio. La mononeuropatía puede afectar a cualquier parte del cuerpo. El dolor mononeuropático25
incluye, sin limitación, disfunción del nervio ciático, disfunción del nervio peroneo común, disfunción del nervio radial, 
disfunción del nervio cubital, mononeuropatía del VI craneal, mononeuropatía del VII craneal, mononeuropatía del III 
craneal (tipo compresión), mononeuropatía del III craneal (tipo diabético), disfunción de un nervio axilar, síndrome 
del túnel carpiano, disfunción del nervio femoral, disfunción del nervio tibial, parálisis de Bell, síndrome del opérculo 
torácico, síndrome del túnel carpiano y parálisis del sexto nervio (abducente),30

c. Neuropatías periféricas generalizadas

Las neuropatías periféricas generalizadas son simétricas y se debe normalmente a diversas enfermedades 
sistémicas y procesos mórbidos que afectan al sistema nervioso periférico en su conjunto. Se subdividen en varias 
categorías:

i. Las axonopatías distales con consecuencia de alguna desorganización tóxica o metabólica de las neuronas. 35
Pueden estar causadas por enfermedades metabólicas como diabetes, insuficiencia renal, síndromes de deficiencia 
como malnutrición y alcoholismo, o los efectos de toxinas o fármacos. La axonopatía distal (también conocida como 
neuropatía por degeneración distal) es un tipo de neuropatía periférica que se deriva de alguna desorganización 
tóxica o metabólica de las neuronas del sistema nervioso periférico (SNP). Es la respuesta más común de los 
nervios a alteraciones tóxicas o metabólicas, y de este modo puede estar causada por enfermedades metabólicas40
como diabetes, insuficiencia renal, síndromes de deficiencia como malnutrición y alcoholismo, o los efectos de
toxinas o fármacos. La causa más común de axonopatía distal es la diabetes y la axonopatía distal más común es la 
neuropatía diabética.

ii. Las mielinopatías se deben a un ataque primario en la mielina que provoca una insuficiencia aguda de conducción
de los impulsos. La causa más común es polineuropatía desmielinizante inflamatoria aguda (PDIA; también conocida 45
como síndrome de Guillain-Barré), aunque otras causas incluyen síndrome desmielinizante inflamatorio crónico
(SDIC), trastornos metabólicos genéticos (p. ej., leucodistrofia) o toxinas. La mielinopatía se debe a destrucción
primaria de mielina o las células de Schwann mielinizantes, que sale del axón intacta, pero provoca una insuficiencia 
aguda de la conducción de los impulsos. Esta desmielinización ralentiza o bloquea completamente la conducción de
impulsos eléctricos a través del nervio. La causa más común es la polineuropatía desmielinizante inflamatoria aguda50
(PDIA, más conocida como síndrome de Guillain-Barré), aunque otras causas incluyen polineuropatía 
desmielinizante inflamatoria crónica (SDIC), trastornos metabólicos genéticos (p. ej., leucodistrofia o enfermedad de 

E07733065
15-12-2016ES 2 607 789 T3

 



8

Charcot-Marie-Tooth) o toxinas.

iii. Las neuronopatías son el resultado de la destrucción de las neuronas del sistema nervioso periférico (SNP). 
Pueden estar causadas por enfermedades de la neurona motora, neuronopatías sensitivas (p. ej., herpes zóster), 
toxinas o disfunción autónoma. Las neurotoxinas pueden causar neuronopatías, como el agente quimioterapéutico 
vincristina. La neuronopatía es una disfunción debida a daños en las neuronas del sistema nervioso periférico (SNP), 5
que dan como resultado una neuropatía periférica. Puede estar causada por enfermedades de la neurona motora, 
neuronopatías sensitivas (p. ej., herpes zóster), sustancias tóxicas o disfunción autónoma. Una persona con
neuronopatía puede presentarse de diferentes formas, dependiendo de la causa, el modo en que afecta a las células 
nerviosas y el tipo de célula nerviosa que resulta más afectado.

iv. Neuropatías por pinzamiento focal (p. ej., síndrome del túnel carpiano).10

II. Dolor inflamatorio

Los compuestos de la invención pueden usarse para tratar el dolor causado por o asociado de otro modo con
cualquiera de los siguientes estados inflamatorios

A. Trastorno artrítico

Los trastornos artríticos incluyen, por ejemplo, artritis reumatoide; artritis reumatoide juvenil; lupus eritematoso 15
sistémico (LES); artritis gotosa; esclerodermia; artrosis; artritis psoriásica; espondilitis anquilosante; síndrome de 
Reiter (artritis reactiva); enfermedad de Still adulta; artritis por una infección vírica; artritis por una infección
bacteriana, como, por ejemplo, artritis gonocócica y artritis bacteriana no gonocócica (artritis séptica); enfermedad de 
Lyme terciaria; artritis tuberculosa; y artritis por una infección fúngica, como, por ejemplo, blastomicosis.

B. Enfermedades autoinmunitarias20

Enfermedades autoinmunitarias incluyen, por ejemplo, síndrome de Guillain-Barré, tiroiditis de Hashimoto, anemia
perniciosa, enfermedad de Addison, diabetes tipo I, lupus eritematoso sistémico, dermatomiositis, síndrome de 
Sjogren, lupus eritematoso, esclerosis múltiple, miastenia grave, síndrome de Reiter y enfermedad de Graves.

C. Trastorno de los tejidos conjuntivos

Los trastornos de los tejidos conjuntivos incluyen, por ejemplo, espondiloartritis, dermatomiositis y fibromialgia.25

D. Lesión

Una inflamación causada por lesión que incluye, por ejemplo, aplastamiento, punción, elongación de un tejido o una 
articulación, puede ocasionar dolor crónico inflamatorio.

E. Infección

Una inflamación causada por infección que incluye, por ejemplo, tuberculosis o queratitis intersticial puede ocasionar 30
dolor crónico inflamatorio.

F. Neuritis

La neuritis es un proceso inflamatorio que afecta a un nervio o un grupo de nervios. Los síntomas dependen de los
nervios afectados, pero pueden incluir dolor, parestesias, paresia o hiperestesia (entumecimiento).

Los ejemplos incluyen:35

a. Neuritis braquial

b. Neuropatía retrobulbar, un proceso inflamatorio que afecta a la parte del nervio óptico situada inmediatamente
detrás del globo ocular.

c. Neuropatía óptica, un proceso inflamatorio que afecta al nervio óptico causante de una reducción súbita de la 
visión en el ojo afectado. La causa de la neuritis óptica es desconocida. La inflamación súbita del nervio óptico (el 40
nervio que conecta el ojo y el encéfalo) conduce a tumefacción y destrucción de la vaina de mielina. La inflamación
puede ser, en ocasiones, consecuencia de una infección vírica o puede estar causada por enfermedades 
autoinmunitarias como esclerosis múltiple. Los factores de riesgo están relacionados con las posibles causas.

d. Neuritis vestibular, una infección vírica que provoca un proceso inflamatorio que afecta al nervio vestibular.

G. Inflamación articular45

La inflamación de la articulación, como la causada por bursitis o tendinitis, por ejemplo, puede ocasionar dolor 
crónico inflamatorio.
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III. Cefalalgia

Los compuestos de la invención pueden usarse para tratar el dolor causado por o asociado de otro modo con
cualquiera de los siguientes estados de cefalea. Una cefalea (conocida médicamente como cefalalgia) es un estado
de dolor leve o intenso en la cabeza; en ocasiones un dolor de cuello o de la parte superior de la espalda puede 
interpretarse también como una cefalea. Puede indicar una enfermedad subyacente local o sistémica o ser un5
trastorno de por sí.

A. Cefalea muscular/miogénica

Las cefaleas musculares/miogénicas parecen implicar una tirantez o tensión de los músculos de la cara y el cuello; 
pueden irradiar hacia la frente. La cefalea tensional es la forma más común de cefalea miogénica.

Una cefalea tensional es un estado que implica dolor o molestias en la cabeza, el cuero cabelludo o el cuello, 10
asociadas normalmente con tirantez muscular en estas zonas. Las cefaleas tensionales se derivan de la contracción
de los músculos del cuello y el cuero cabelludo. Una causa de esta contracción muscular es una respuesta al estrés, 
depresión o ansiedad. Cualquier actividad que provoque que la cabeza deba mantenerse en una posición dada 
durante un tiempo prolongado sin moverla puede ocasionar una cefalea. Dichas actividades incluyen el 
mecanografiado o el uso de ordenadores, trabajo fino con las manos y uso de un microscopio. Dormir en una 15
habitación fría o dormir con el cuello en una posición anormal también puede desencadenar este tipo de cefalea. 
Una cefalea de tipo tensional incluye, sin limitación, una cefalea tensional episódica y una cefalea tensional crónica.

B. Cefalea vascular

El tipo más común de cefalea vascular es la migraña. Otras clases de cefaleas vasculares incluyen cefaleas en 
racimos, que causan episodios repetidos de dolor intenso, y cefaleas resultantes de una alta presión arterial20

1. Migraña

Una migraña es un trastorno heterogéneo que en general implica cefaleas recurrentes. Las migrañas difieren de 
otras cefaleas porque se producen con otros síntomas, como, por ejemplo, náuseas, vómitos o sensibilidad a la luz. 
En la mayoría de las personas, se siente un dolor palpitante solo en un lado de la cabeza. Las características 
clínicas como síntomas de tipo de aura, presencia de pródromos o síntomas asociados como vértigo, pueden 25
observarse en subgrupos de pacientes con diferentes mecanismos fisiopatológicos y genéticos subyacentes. Una 
cefalea migrañosa incluye, sin limitación, migraña sin aura (migraña común), migraña con aura (migraña clásica), 
migraña menstrual, migraña equivalente (cefalea acefálica), migraña complicada, migraña anómala y migraña
tensional mixta.

2. Cefalea en racimos30

Las cefaleas en racimos afectan a un lado de la cabeza (unilateral) y pueden asociarse con lagrimeo ocular y
congestión nasal. Se producen en racimos que se suceden de forma repetida todos los días a la misma hora durante 
varias semanas y después remiten.

D. Cefalea por alta presión arterial

E. Cefalea de tracción e inflamatoria35

Las cefaleas de tracción e inflamatorias son normalmente síntomas de otros trastornos, que comprenden desde un 
ataque fulminante a una infección sinusal.

F. Cefalea hormonal

G. Cefalea de rebote

Las cefaleas de rebote, también conocidas como cefaleas por uso excesivo de medicación, tienen lugar cuando se 40
toma medicación con demasiada frecuencia para aliviar la cefalea. Las cefaleas de rebote se producen 
frecuentemente a diario y pueden ser muy dolorosas.

H. Cefalea por sinusitis crónica

La sinusitis es una inflamación, bacteriana, fúngica, vírica, alérgica o autoinmunitaria de los senos paranasales. La 
sinusitis crónica es una de las complicaciones más habituales del resfriado común. Los síntomas incluyen: 45
congestión nasal; dolor facial; cefalea; fiebre; malestar general; secreción espesa verde o amarilla; sensación de 
‘plenitud’ facial que empeora al encorvarse. En un número reducido de casos, la sinusitis maxilar crónica también
puede provocarse por la diseminación de bacterias desde una infección dental. La sinusitis eosinófila hiperplásica 
crónica es una forma no infecciosa de sinusitis crónica.

50
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I. Cefalea orgánica

J. Cefaleas ictales

Las cefaleas ictales son cefaleas asociadas con actividad convulsiva.

IV. Dolor somático

Los compuestos de la invención pueden usarse para tratar el dolor causado por o asociado de otro modo con5
cualquiera de los siguientes estados dolorosos somáticos. El dolor somático se origina en ligamentos, tendones, 
huesos, vasos sanguíneos e incluso los propios nervios. Es detectado por nociceptores somáticos. La escasez de 
receptores del dolor en estas zonas produce un dolor sordo y mal localizado de mayor duración que el dolor
cutáneo; cuyos ejemplos incluyen esguinces y fracturas óseas. Entre los ejemplos adicionales se incluyen los 
siguientes.10

A. Tensión muscular excesiva

Una tensión muscular excesiva puede estar causada, por ejemplo, por un esguince o una distensión.

B. Trastornos por movimientos repetitivos

Los trastornos por movimientos repetitivos pueden proceder de un uso excesivo de manos, muñecas, codos, 
hombros, cuello, espalda, caderas, rodillas, pies, piernas o tobillos.15

C. Trastornos musculares

Los trastornos musculares que provocan dolor somático incluyen, por ejemplo, polimiositis, dermatomiositis, lupus, 
fibromialgia, polimialgia reumática y rabdomiólisis.

D. Mialgia

La mialgia es un dolor muscular y es un síntoma de muchas enfermedades y trastornos. La causa más común de20
mialgia es el uso excesivo o sobreestiramiento de un músculo o grupo de músculos. La mialgia sin antecedentes de 
traumatismo se debe a menudo a infecciones víricas. Las mialgias de larga duración pueden ser indicativas de una 
miopatía metabólica, algunas deficiencias nutricionales o síndrome de fatiga crónica.

E. Infección

La infección puede ocasionar dolor somático. Los ejemplos de dicha infección incluyen, por ejemplo, un absceso en25
el músculo, triquinosis, gripe, enfermedad de Lyme, malaria, fiebre de las Montañas Rocosas, gripe aviar, resfriado 
común, neumonía adquirida en la comunidad, meningitis, viruela de los monos, síndrome respiratorio agudo grave, 
síndrome del choque tóxico, triquinosis, fiebre tifoidea e infección del aparato respiratorio superior.

F. Fármacos

Los fármacos pueden ocasionar dolor somático. Dichos fármacos incluyen, por ejemplo, cocaína, una estatina para30
reducir el colesterol (como atorvastatina, simvastatina y lovastatina), y un inhibidor ACE para reducir la presión 
arterial (como enalapril y captopril)

V. Dolor visceral

Los compuestos de la invención pueden usarse para tratar el dolor causado por o asociado de otro modo con
cualquiera de los siguientes estados dolorosos viscerales. El dolor visceral se origina en las vísceras u órganos del 35
cuerpo. Los nociceptores viscerales están situados en los órganos y las cavidades internas del cuerpo. La todavía 
mayor escasez de nociceptores en estas zonas produce un dolor que es normalmente más persistente y de mayor 
duración que el dolor somático. El dolor visceral es extremadamente difícil de localizar, y varias lesiones en el tejido 
visceral muestran un dolor "referido", en donde la sensación se localiza en una zona que no tiene ninguna relación 
con el punto de la lesión. Entre los ejemplos de dolor visceral se incluyen los siguientes.40

A. Dolor visceral funcional

El dolor visceral funcional incluye, por ejemplo, síndrome del intestino irritable y dolor abdominal funcional crónico 
(DAFC), estreñimiento funcional y dispepsia funcional, dolor torácico no cardíaco (DTNC) y dolor abdominal crónico.

B. Inflamación gastrointestinal crónica

La inflamación gastrointestinal crónica incluye, por ejemplo, gastritis, enfermedad inflamatoria intestinal, como, por 45
ejemplo, enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa, colitis microscópica, diverticulitis y gastroenteritis; cistitis intersticial; 
isquemia intestinal; colecistitis; apendicitis; reflujo gastroesofágico; úlcera, nefrolitiasis, infección de las vías 
urinarias, pancreatitis y hernia.
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C. Dolor autoinmunitario

Dolor autoinmunitario incluye, por ejemplo, una sarcoidosis y una vasculitis.

D. Dolor visceral orgánico

El dolor visceral orgánico incluye, por ejemplo, dolor derivado de una lesión traumática, inflamatoria o degenerativa
del aparato digestivo o producida por un tumor que incide en la innervación sensitiva.5

E. Dolor visceral inducido por tratamientos

El dolor visceral inducido por tratamientos incluye, por ejemplo, un dolor relacionado con quimioterapia o dolor 
relacionado con radioterapia.

VI. Dolor referido

Los compuestos de la invención pueden usarse para tratar el dolor causado por o asociado de otro modo con10
cualquiera de los siguientes estados dolorosos referidos.

El dolor referido se produce por un dolor localizado en una zona separada del lugar de estimulación del dolor. A 
menudo, el dolor referido aparece cuando se comprime o se daña un nervio en o cerca de su origen. En esta 
circunstancia, la sensación de dolor se percibirá en general en el territorio que inerva el nervio, aun cuando el daño 
tenga su origen en otro lugar. Un ejemplo común se produce en una hernia de disco intervertebral, en donde la raíz 15
nerviosa que nace en la médula espinal es comprimida por el material del disco adyacente. Aunque el dolor pueda
proceder del disco dañado en sí, el dolor se sentirá también en la región inervada por el nervio comprimido (por 
ejemplo, el muslo, la rodilla o el pie). Al aliviar la presión en la raíz nerviosa puede mejorarse el dolor referido, 
siempre que no se haya producido un daño permanente en el nervio. La isquemia miocárdica (la pérdida de flujo 
sanguíneo en una parte del tejido del músculo cardíaco) es posiblemente el ejemplo más conocido de dolor referido; 20
la sensación puede producirse en la parte superior del tórax como una sensación de constricción, o en forma de 
dolor en el hombro, el brazo o incluso la mano del lado izquierdo.

El componente de proteasa no citotóxica de la presente invención es una proteasa no citotóxica o un fragmento de la 
misma, en donde la proteasa o fragmento de proteasa es capaz de dividir enlaces peptídicos diferentes pero 
específicos en una de tres proteínas de sustrato, es decir, sinaptobrevina, sintaxina o SNAP-25, del aparato de 25
fusión exocitósico en un aferente sensorial nociceptivo. Estos sustratos son componentes importantes de la 
maquinaria neurosecretora. El componente de proteasa no citotóxica de la presente invención es una proteasa de 
IgA de Neisseria o un fragmento de la misma o una cadena L de neurotoxina clostridial o un fragmento de la misma. 
Un componente de proteasa no citotóxica preferido especialmente es la cadena L de la neurotoxina botulínica 
(BoNT) o un fragmento de la misma.30

El componente de translocación de la presente invención permite la translocación de la proteasa no citotóxica (o un 
fragmento de la misma) en la célula diana de manera que la expresión funcional de la actividad de proteasa tenga 
lugar en el citosol de la célula diana. El componente de translocación es capaz preferiblemente de formar poros 
permeables a iones en membranas lipídicas en estados de bajo pH. Se ha descubierto que es preferible usar solo
aquellas partes de la molécula de proteína capaces de formación de poros en la membrana endosómica. El 35
componente de translocación puede obtenerse de una fuente de proteínas microbianas, en particular de una fuente 
de proteínas bacterianas o víricas. Así, en una realización, el componente de translocación es un dominio de 
translocación de una enzima, como una toxina bacteriana o una proteína vírica. El componente de translocación de
la presente invención es preferiblemente una cadena H de neurotoxina clostridial o un fragmento de la misma. Lo 
más preferiblemente es el dominio HN (o un componente funcional del mismo), en donde HN significa una porción o40
fragmento de la cadena H de una neurotoxina clostridial equivalente aproximadamente a la mitad del extremo amino 
de la cadena H, o el dominio correspondiente a ese fragmento en la cadena H intacta.

El componente RG de la presente invención es responsable de la unión de la proteína de fusión de la presente 
invención a un sitio de unión en una célula diana. Así, el componente RG es simplemente un ligando a través del 
cual una proteína de fusión de la presente invención se une a una célula diana seleccionada.45

En el contexto de la presente invención, la célula diana es un aferente sensorial nociceptivo, preferiblemente un
aferente nociceptivo primario (p. ej., una fibra A tal como una fibra A8 o una fibra C). Así, las proteínas de fusión de 
la presente invención son capaces de inhibir la liberación de neurotransmisores o neuromoduladores [p. ej.
glutamato, sustancia P, péptido relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP) y/o un neuropéptido Y] de 
poblaciones discretas de neuronas de aferentes sensoriales nociceptivos. En uso, las proteínas de fusión reducen o50
impiden la transmisión de señales aferentes sensitivas (p. ej., neurotransmisores o neuromoduladores) de las fibras 
periféricas a las fibras del dolor centrales, y por lo tanto tienen aplicación como moléculas terapéuticas para el 
tratamiento del dolor, en particular el dolor crónico.

Resulta rutinario confirmar que un RG se une a un aferente sensorial nociceptivo. Por ejemplo, puede emplearse un 
sencillo experimento de desplazamiento radiactivo en el que el tejido o las células representativos del aferente 55
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sensorial nociceptivo (por ejemplo, GRD) se exponen a un ligando marcado (p. ej., con tritio) en presencia de un 
exceso de ligando no marcado. En dicho experimento, pueden evaluarse las proporciones relativas de unión 
inespecífica y específica, lo que permite así la confirmación de que el ligando se une a la célula diana del aferente 
sensorial nociceptivo. Opcionalmente, el ensayo puede incluir uno o más antagonistas de unión, y el ensayo puede
comprender además la observación de una pérdida de unión a ligando. Pueden encontrarse ejemplos de este tipo5
de experimento en Hulme, E.C. (1990), Receptor-binding studies, a brief outline, pág. 303-311, en Receptor 
biochemistry, A Practical Approach, Ed. E.C. Hulme, Oxford University Press.

Las proteínas de fusión de la presente invención muestran en general una afinidad de unión reducida (en la región 
de hasta 100 veces) para células diana de aferentes sensoriales nociceptivos cuando se compara con los RG ‘libres’ 
correspondientes. Sin embargo, a pesar de esta observación, las proteínas de fusión de la presente invención10
muestran sorprendentemente buena eficacia. Esto puede atribuirse a dos características principales. En primer 
lugar, el componente de proteasa no citotóxica es catalítico y, así, el efecto terapéutico de pocas de estas moléculas 
se amplifica rápidamente. En segundo lugar, los receptores presentes en los aferentes sensoriales nociceptivos solo
necesitan actuar como una pasarela de entrada del agente terapéutico, y no deben estimularse necesariamente 
hasta un nivel requerido para alcanzar una respuesta farmacológica mediada por el ligando-receptor. Por 15
consiguiente, las proteínas de fusión de la presente invención pueden administrarse en una dosis que es mucho 
menor que la que se emplearía para otros tipos de moléculas analgésicas como AINE, morfina y gabapentina. Las 
últimas moléculas se administran normalmente en cantidades altas de microgramos a miligramos (incluso hasta 
centenares de miligramos), mientras que las proteínas de fusión de la presente invención pueden administrarse a 
dosis muy inferiores, normalmente al menos 10 veces menores, y más normalmente 100 veces menores.20

El RG comprende preferiblemente un máximo de 50 residuos de aminoácidos, más preferiblemente un máximo de
40 residuos de aminoácidos, preferiblemente en particular un máximo de 30 residuos de aminoácidos, y lo más 
preferiblemente un máximo de 20 residuos de aminoácidos.

Los opioides representan un grupo preferido de RG de la presente invención. Dentro de esta familia de péptidos se 
incluyen las encefalinas (met y leu), las endomorfinas 1 y 2, la -endorfina y la dinorfina. Los péptidos opioides se 25
usan frecuentemente en la clínica para modificar la actividad para los nociceptores, y otras células implicadas en la 
respuesta al dolor. Como se ilustra en la Escalera Analgésica de tres escalones de la Organización Mundial de la 
Salud, los opioides tienen puntos de entrada en el tratamiento farmacológico de cáncer crónico y dolor no canceroso 
en las tres fases, lo que subraya su importancia para el tratamiento del dolor. La referencia a los opioides 
comprende los fragmentos, variantes y derivados de los mismos, que conservan la capacidad de unirse a los 30
aferentes sensoriales nociceptivos.

El RG de la invención puede ser también una molécula que actúa como un "agonista" en uno o más de los
receptores presentes en un aferente sensorial nociceptivo, más en particular en un aferente nociceptivo primario. 
Convencionalmente, un agonista se ha considerado cualquier molécula que puede aumentar o disminuir las 
actividades dentro de una célula, es decir, cualquier molécula que simplemente provoca una alteración de la 35
actividad celular. Por ejemplo, el significado convencional de un agonista incluiría una sustancia química capaz de
combinarse con un receptor en una célula e iniciar una reacción o actividad, o un fármaco que induce una respuesta
activa por activación de receptores, ya sea la respuesta un aumento o una disminución en la actividad celular.

Sin embargo, para los fines de la presente invención, un agonista se define más específicamente como una 
molécula que es capaz de estimular el proceso de fusión exocitósico en una célula diana, en donde el proceso es40
susceptible de inhibición por una proteasa (o un fragmento de la misma) capaz de dividir una proteína del aparato de 
fusión exocitósico en dicha célula diana.

Por consiguiente, la definición especial de agonista de la presente invención excluiría muchas moléculas que
convencionalmente se considerarían agonistas. Por ejemplo, el factor de crecimiento nervioso (NGF) es un agonista
en lo que respecta a su capacidad de promover la diferenciación neuronal por medio de la unión a un receptor TrkA. 45
Sin embargo, NGF no es un agonista cuando se evalúa según los criterios anteriores dado que no es un inductor 
principal de fusión exocitósica. Además, el proceso que estimula NGF (p. ej., diferenciación celular) no es 
susceptible de inhibición por la actividad de proteasa de una molécula de toxina no citotóxica.

Las propiedades de agonista de un RG que se une a un receptor en un aferente nociceptivo pueden confirmarse 
usando los métodos descritos en el Ejemplo 10.50

En una realización preferida de la invención, la diana para el RG es el receptor ORL1. Este receptor es un miembro 
de la clase de receptores acoplados a la proteína G, y tiene una estructura de siete dominios transmembrana. Las 
propiedades del receptor ORL1 se exponen en detalle en Mogil & Pasternak (2001), Pharmacological Reviews, Vol. 
53, No. 3, páginas 381-415.

En una realización, el RG es una molécula que se une (preferiblemente que se une específicamente) al receptor 55
ORL1. Más preferiblemente, el RG es un "agonista" del receptor ORL1. El término "agonista" en este contexto se 
define como antes.

Las propiedades de agonista de un RG que se une a un receptor ORL1 pueden confirmarse usando los métodos 
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descritos en el Ejemplo 10. Estos métodos se basan en experimentos anteriores [véase Inoue et al. 1998 [Proc. Natl. 
Acad. Sci., 95, 10949-10953]), que confirman que el agonista natural del receptor ORL1, nociceptina, provoca la
inducción de liberación de la sustancia P de las neuronas aferentes primarias nociceptivas. Esta afirmación se 
sustenta en el hecho de que:

- las respuestas inducidas por la nociceptina son suprimidas por los antagonistas del receptor NK1 específico (el 5
receptor de la sustancia P); y

- el tratamiento previo de las células con capsaicina (que agota la sustancia P en las neuronas aferentes primarias 
de pequeño diámetro) atenúa las respuestas inducidas por la nociceptina.

De forma similar, Inoue et al. confirman que una inyección intraplantar de neurotoxina botulínica tipo A suprime las 
respuestas inducidas por la nociceptina. Dado que se sabe que BoNT inhibe la liberación de sustancia P de las 10
neuronas aferentes primarias (Welch et al., 2000, Toxicon, 38, 245-258), esto confirma el vínculo entre la interacción 
nociceptina-ORL1 y la liberación posterior de sustancia P.

Así, puede decirse que un RG tiene actividad de agonista en el receptor ORL1 si el RG provoca una inducción en la 
liberación de sustancia P desde una neurona aferente sensorial nociceptiva (véase el Ejemplo 10).

En una realización preferida especialmente de la invención, el RG es nociceptina, el ligando natural para el receptor 15
ORL1. La nociceptina se dirige al receptor ORL1 con alta afinidad. Los ejemplos de otros RG preferidos incluyen:

Código Secuencia Ref. SEQ ID No.

Nociceptina 1-17 FGGFTGARKSARKLANQ [1] 37,38

Nociceptina 1-11 FGGFTGARKSA [1] 39,40

Nociceptina [Y10]1-11 FGGFTGARKYA [1] 41,42

Nociceptina [Y11]1-11 FGGFTGARKSY [1] 43,44

Nociceptina [Y14]1-17 FGGFTGARKSARKYANQ [1] 45,46

Nociceptina 1-13 FGGFTGARKSARK [2] 47,48

Nociceptina [R14K15] 1-17 
(también conocida en la presente 
memoria descriptiva como 
"variante" de nociceptina)

FGGFTGARKSARKRKNQ [3,4] 49,50

Agonista peptídico Agonistas peptídicos según estrategia de bibliotecas 
combinatorias

[5] -

[1] Mogil & Pasternak, 2001, Pharmacol. Rev., 53, 381-415

[2] Maile et al., 2003, Neurosci. Lett., 350, 190-192

[3] Rizzi et al., 2002, J. Pharmacol. Exp. Therap., 300, 57-63

[4] Okada et al., 2000, Biochem. Biophys. Res. Commun., 278, 493-498

[5] Dooley et al., 1997, J Pharmacol Exp Ther. 283(2), 735-41.

La "variante" de RG identificada antes muestra una afinidad de unión especialmente buena (cuando se compara con 
la nociceptina natural) para aferentes sensoriales nociceptivos. Esto resulta sorprendente ya que las modificaciones
de aminoácidos se producen en una posición alejada del extremo N del RG. Por otra parte, las modificaciones están20
casi en el extremo C del RG, que a su vez se fija a una secuencia polipeptídica grande (p. ej., el dominio de 
translocación). En términos generales, una proteína de fusión que contiene un RG mostrará una reducción de 
aproximadamente 100 veces en la capacidad de unión con respecto al RG en sí. La "variante" de RG antes 
mencionada muestra de por sí un aumento de aproximadamente 3 a 10 veces en la capacidad de unión para un 
aferente sensorial nociceptivo (p. ej., a través del receptor ORL1) con respecto a la nociceptina natural. Así, podría 25
esperarse que una fusión que contiene una "variante" de RG mostrara una reducción de aproximadamente 10 veces
en la capacidad de unión para un aferente sensorial nociceptivo (p. ej., a través del receptor ORL1) con respecto a la
nociceptina ‘libre’. Sin embargo, los autores de la presente invención han demostrado que dichas proteínas de fusión 
que contienen la "variante" de RG muestran una capacidad de unión que (de forma muy sorprendente) refleja 
estrechamente la de la nociceptina ‘libre’; véase la Figura 14.30
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En el contexto de la presente invención, el término opioide o un agonista del receptor ORL1 (como nociceptina, o
cualquiera de los péptidos enumerados en la tabla anterior) comprende moléculas que tienen al menos el 70%, 
preferiblemente al menos el 80%, más preferiblemente al menos el 90%, y lo más preferiblemente al menos el 95% 
de homología con dicho opioide o agonista. Los homólogos del agonista conservan las propiedades del agonista de
nociceptina en el receptor ORL1, que pueden probarse mediante los métodos proporcionados en el Ejemplo 10. De 5
forma similar, un homólogo de opioide conserva sustancialmente la función de unión del opioide con el que muestra 
una alta homología.

La invención comprende también fragmentos, variantes y derivados de uno cualquiera de los RG descritos 
anteriormente. Estos fragmentos, variantes y derivados conservan sustancialmente las propiedades que se 
adscriben a dichos RG.10

Además de las clases de RG opioides y no opioides mencionadas anteriormente, existe una diversidad de otros 
polipéptidos adecuados para el guiado de las proteínas de fusión de la presente invención a aferentes sensoriales 
nociceptivos (p. ej., a nociceptores). A este respecto, se hace referencia en particular a la galanina y los derivados
de galanina. Los receptores de galanina se encuentran de forma presináptica y postsináptica en los GRD (Liu & 
Hokfelt, (2002), Trends Pharm. Sci., 23(10), 468-74), y su expresión se potencia durante los estados de dolor 15
neuropático. Los receptores activados por proteinasa (PAR) forman también un grupo preferido de RG de la 
presente invención, más en particular PAR-2. Se sabe que los agonistas de PAR-2 inducen/provocan inflamación
aguda, en parte a través de un mecanismo neurogénico. PAR2 se expresa mediante neuronas aferentes raquídeas 
primarias, y los agonistas de PAR2 estimulan la liberación de sustancia P (SP) y péptido relacionado con el gen de 
la calcitonina (CGRP) en los tejidos periféricos20

Un conjunto preferido especialmente de RG de la presente invención incluye:

Ligando Referencia

Nociceptina Guerrini, et al., (1997) J. Med. Chem., 40, pág. 1789-1793

-endorfina Blanc, et al., (1983) J. Biol. Chem., 258(13), pág. 8277-8284

Endomorfina-1; Endomorfina-2 Zadina, et al., (1997). Nature, 386, pág. 499-502

Dinorfina Fields & Basbaum (2002) Capítulo 11, En The Textbook of Pain, Wall & Melzack 
eds.

Met-encefalina Fields & Basbaum (2002) Capítulo 11, En The Textbook of Pain, Wall & Melzack 
eds.

Leu-encefalina Fields & Basbaum (2002) Capítulo 11, En The Textbook of Pain, Wall & Melzack 
eds.

Galanina Xu et al., (2000) Neuropeptides, 34 (3&4), 137-147

Péptido PAR-2 Vergnolle et al., (2001) Nat. Med., 7(7), 821-826

El sitio de escisión de la proteasa de la presente invención permite la escisión (preferiblemente escisión controlada) 
de la proteína de fusión en una posición entre el componente de proteasa no citotóxica y el componente de RG. Esta 
reacción de escisión es la que convierte la proteína de fusión desde un polipéptido monocatenario en un polipéptido 25
bicatenario con enlaces de disulfuro.

Según una realización preferida de la presente invención, el RG se une por medio de un dominio o secuencia de 
aminoácidos que está situado lejos del extremo C del RG. Por ejemplo, el dominio de unión relevante puede incluir 
un intradominio o una secuencia de aminoácidos situada hacia la parte central (p. ej., de la secuencia peptídica 
lineal) del RG. Preferiblemente, el dominio de unión relevante está situado hacia el extremo N del RG, más30
preferiblemente en o cerca del extremo N.

En una realización, la fusión de polipéptido monocatenario puede incluir más de un sitio de escisión proteolítica. Sin 
embargo, cuando existen dos o más de estos sitios, son diferentes, con lo que impiden sustancialmente la aparición 
de múltiples episodios de escisión en presencia de una proteasa individual. En otra realización, se prefiere que la 
fusión del polipéptido monocatenario tenga un único sitio de escisión de la proteasa.35

La o las secuencias de escisión de la proteasa pueden introducirse (y/o eliminarse cualquier secuencia de escisión 
inherente) en el nivel de ADN por medios convencionales, por ejemplo por mutagenia dirigida al sitio. El rastreo para 
confirmar la presencia de secuencias de escisión puede realizarse manualmente o con la ayuda de un programa
informático (p. ej., el programa MapDraw de DNASTAR, Inc.).
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Si bien puede emplearse cualquier sitio de escisión de la proteasa, se prefieren los siguientes:

Enterocinasa (DDDDK↓)

Factor Xa (IEGR↓/IDGR↓)

TEV (virus del grabado del tabaco) (ENLYFQ↓G)

Trombina (LVPR↓GS)5

PreScission (LEVLFQ↓GP).

La expresión sitio de escisión de la proteasa comprende también una inteína, que es una secuencia de autoescisión. 
La reacción de autoempalme puede controlarse, por ejemplo, modificando la concentración de agente reductor 
presente.

En uso, el sitio de escisión de la proteasa se escinde y la región en el extremo N (preferiblemente el extremo N) del 10
RG queda expuesta. El polipéptido resultante tiene un RG con un dominio en el extremo N o un intradominio que
está libre sustancialmente del resto de la proteína de fusión. Esta disposición asegura que el componente en el 
extremo N (o intradominio) del RG puede interaccionar directamente con un sitio de unión en una célula diana.

En una realización preferida, el RG y el sitio de escisión de la proteasa están separados en la proteína de fusión por 
cero residuos de aminoácidos. Así, después de la escisión del sitio de escisión de la proteasa, se proporciona una 15
fusión con un RG que tiene un dominio en el extremo N que está libre sustancialmente del resto de la fusión. Esta
disposición asegura que el componente en el extremo N del resto de guiado puede interaccionar directamente con
un sitio de unión en una célula diana.

Una ventaja asociada con la etapa de activación mencionada anteriormente es que el RG solo se hace susceptible 
de degradación en el extremo N una vez que se ha producido la escisión proteolítica de la proteína de fusión. 20
Además, la selección de un sitio de escisión de la proteasa específico permite la activación selectiva de la fusión de 
polipéptidos en una conformación bicatenaria.

La construcción de la fusión polipeptídica monocatenaria de la presente invención sitúa el sitio de escisión de la 
proteasa entre el RG y el componente de la proteasa no citotóxica.

En la fusión monocatenaria, el RG está situado entre el sitio de escisión de la proteasa y el componente de 25
translocación. Se asegura así que el RG esté fijado al dominio de translocación (p. ej., como sucede con la 
holotoxina clostridial nativa), aunque en el caso de la presente invención el orden de los dos componentes se 
invierte con respecto a la holotoxina nativa. Una ventaja adicional con esta disposición es que el RG está situado en
una región de bucle expuesta de la proteína de fusión, que tiene efectos estructurales mínimos en la conformación
de la proteína de fusión. A este respecto, dicho bucle se refiere de forma diversa como grupo enlazador, bucle de 30
activación, grupo enlazador inter-dominio, o simplemente bucle expuesto en superficie (Schiavo et al. 2000, Phys. 
Rev., 80, 717-766; Turton et al., 2002, Trends Biochem. Sci., 27, 552-558).

En una realización, en el polipéptido monocatenario, el componente de proteasa no citotóxica y el componente de 
translocación están enlazados conjuntamente por un enlace de disulfuro. Así, después de la escisión del sitio de 
escisión de la proteasa, el polipéptido asume una conformación bicatenaria, en donde la proteasa y los componentes35
de translocación se mantienen enlazados conjuntamente por el enlace de disulfuro. Para este fin, se prefiere que la 
proteasa y los componentes de translocación estén separados entre sí en la proteína de fusión monocatenaria por
un máximo de 100 residuos de aminoácidos, más preferiblemente un máximo de 80 residuos de aminoácidos, 
preferiblemente en particular por un máximo de 60 residuos de aminoácidos, y lo más preferiblemente por un 
máximo de 50 residuos de aminoácidos.40

En una realización, el componente de proteasa no citotóxica forma un enlace de disulfuro con el componente de 
translocación de la proteína de fusión. Por ejemplo, el residuo de aminoácidos del componente de proteasa que
forma el enlace de disulfuro está situado en los últimos 20, preferiblemente en los últimos 10 residuos de 
aminoácidos en el extremo C del componente de proteasa. De forma similar, el residuo de aminoácidos en el 
componente de translocación que forma la segunda parte del enlace de disulfuro puede estar situado en los 45
primeros 20, preferiblemente en los primeros 10 residuos de aminoácidos en el extremo N del componente de 
translocación.

Alternativamente, en el polipéptido monocatenario, el componente de proteasa no citotóxica y el RG pueden estar 
enlazados conjuntamente por un enlace de disulfuro. A este respecto, el residuo de aminoácidos del RG que forma 
el enlace de disulfuro está situado preferiblemente lejos del extremo N del RG, más preferiblemente hacia el extremo 50
C del RG.

En una realización, el componente de proteasa no citotóxica forma un enlace de disulfuro con el componente RG de
la proteína de fusión. A este respecto, el residuo de aminoácidos del componente de proteasa que forma el enlace 
de disulfuro está situado preferiblemente en los últimos 20, más preferiblemente en los últimos 10 residuos de 
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aminoácidos del extremo C del componente de proteasa. De forma similar, el residuo de aminoácidos en el 
componente RG que forma la segunda parte del enlace de disulfuro está situado preferiblemente en los últimos 20, 
más preferiblemente en los últimos 10 residuos de aminoácidos en el extremo C del RG.

Las disposiciones de enlaces de disulfuro anteriores tienen la ventaja de que la proteasa y los componentes de 
translocación están dispuestos de manera similar a la de la neurotoxina clostridial nativa. A modo de comparación, 5
en referencia a la secuencia de aminoácidos primaria para neurotoxina clostridial nativa, los residuos de 
aminoácidos de cisteína respectivos están separados por entre 8 y 27 residuos de aminoácidos, tomado de Popoff, 
MR & Marvaud, J-C, 1999, Structural & genomic features clostridial neurotoxins, Capítulo 9, en The Comprehensive 
Sourcebook of Bacterial Protein Toxins. Ed. Alouf & Freer:

Serotipo1 Secuencia Longitud ‘nativa’ entre C-C

BoNT/A1 CVRGIITSKTKS---LDKGYNKALNDLC 23

BoNT/A2 CVRGIIPFKTKS—LDEGYNKALNDLC 23

BoNT/B CKSVKAPC -----IC 8

BoNT/C CHKAIDGRS ---------LYNKTLDC 15

BoNT/D CLRLTK NSRDDSTC 12

BoNT/E CKN-IVSVK ---------GIRT---SIC 13

BoNT/F CKS-VIPRK--------- GTKAPP-RLC 15

BoNT/G CKPVMYKNT --------GKSE----QC 13

TeNT CKKIIPPTNIRENLYNRTASLTDLGGELC 27

1 Información solo de cepas proteolíticas

10

La proteína de fusión puede comprender una o más marcas de purificación, que están situadas en el extremo N en 
el componente de proteasa y/o en el extremo C en el componente de translocación.

Si bien puede emplearse cualquier marca de purificación, se prefieren las siguientes:

Marca His (p. ej., 6 x histidina), preferiblemente como una marca en el extremo C y/o en el extremo N

Marca MBP (proteína de unión a maltosa), preferiblemente como una marca en el extremo N15

Marca GST (glutatión-S-transferasa), preferiblemente como una marca en el extremo N

Marca His-MBP, preferiblemente como una marca en el extremo N

Marca GST-MBP, preferiblemente como una marca en el extremo N

Marca tiorredoxina, preferiblemente como una marca en el extremo N

Marca CBD (dominio de unión de quitina), preferiblemente como una marca en el extremo N.20

Según una realización adicional de la presente invención, en la proteína de fusión puede incluirse una o más
moléculas separadoras de péptidos. Por ejemplo, puede emplearse un separador de péptidos entre una marca de 
purificación y el resto de la molécula de la proteína de molécula (p. ej., entre una marca de purificación en el extremo 
N y un componente de proteasa de la presente invención; y/o entre una marca de purificación en el extremo C y un
componente de translocación de la presente invención). También puede emplearse un separador de péptidos entre25
el RG y los componentes de translocación de la presente invención.

Puede emplearse una variedad de diferentes moléculas separadoras en cualquiera de las proteínas de fusión de la 
presente invención. Los ejemplos de dichas moléculas separadoras incluyen los ilustrados en las Figuras 28 y 29. 
En la presente memoria se hace mención en concreto a GS15, GS20, GS25 y Hx27; véanse Figuras 28 y 29.

Los autores de la presente invención han descubierto inesperadamente que las proteínas de fusión (p. ej., CPNv/A) 30
de la presente invención pueden mostrar una actividad de unión mejorada para aferentes sensoriales nociceptivos
cuando el tamaño del separador se selecciona de manera que (en uso) el extremo C del RG y el extremo N del 
componente de translocación están separados entre sí por 40-105 angstroms, preferiblemente por 50-100 
angstroms, y más preferiblemente por 50-90 angstroms. En otra realización, los separadores preferidos tienen una 
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secuencia de aminoácidos de 11-29 residuos de aminoácidos, preferiblemente 15-27 residuos de aminoácidos, y
más preferiblemente 20-27 residuos de aminoácidos. Los separadores adecuados pueden identificarse y obtenerse 
de forma rutinaria según Crasto, C.J. y Feng, J.A. (2000) Mayo, 13(5), pág. 309-312; véase también
http://www.fccc./edu/research/labs/feng/limker.html.

De acuerdo con un segundo aspecto de la presente descripción, se proporciona una secuencia de ADN que codifica 5
el polipéptido monocatenario antes mencionado. En un aspecto preferido de la presente descripción, la secuencia de 
ADN se prepara como parte de un vector de ADN, en donde el vector comprende un promotor y un terminador.

En una descripción preferida, el vector tiene un promotor seleccionado de:

Promotor Agente de inducción Estado de inducción típico

Tac (híbrido) IPTG 0,2 mM (0,05-2,0 mM)

AraBAD L-arabinosa 0,2% (0,002-0,4%)

Operador T7-lac IPTG 0,2 mM (0,05-2,0 mM)

La construcción de ADN de la presente descripción se diseña preferiblemente in silico, y después se sintetiza 10
mediante técnicas convencionales de síntesis de ADN.

La información de la secuencia de ADN mencionada antes se modifica opcionalmente para preferencia codónica
según el último sistema de expresión de células huésped (p. ej., E. coli) que se vaya a emplear.

La estructura principal de ADN se rastrea preferiblemente en busca de alguna secuencia de ácidos nucleicos 
inherente, que cuando se transcriba y se traduzca produzca una secuencia de aminoácidos correspondiente al sitio 15
de escisión de la proteasa codificado por la segunda secuencia de codificación peptídica. Este rastreo puede
realizarse manualmente o con la ayuda de programa informático (p. ej., el programa MapDraw de DNASTAR, Inc.).

Según una descripción adicional de la presente memoria descriptiva, se proporciona un método de preparación de 
un agente no citotóxico, que comprende:

a. la puesta en contacto de una proteína de fusión polipeptídica monocatenaria de la descripción con una proteasa 20
capaz de dividir el sitio de escisión de la proteasa;

b. la escisión del sitio de escisión de la proteasa y la formación así de una proteína de fusión bicatenaria.

Este aspecto proporciona un polipéptido bicatenario, que en general emula la estructura de la holotoxina clostridial. 
En más detalle, el polipéptido bicatenario resultante tiene normalmente una estructura en donde:

a. la primera cadena comprende la proteasa no citotóxica o un fragmento de la misma, donde la proteasa o25
fragmento de proteasa es capaz de dividir una proteína del aparato de fusión exocitósico de un aferente sensorial 
nociceptivo;

b. la segunda cadena comprende el RG y el dominio de translocación que es capaz de translocar la proteasa o
fragmento de proteasa desde el interior de un endosoma a través de la membrana endosómica y al citosol del 
aferente sensorial nociceptivo; y30

las cadenas primera y segunda están ligadas entre sí por enlaces disulfuro.

En uso, el polipéptido monocatenario o bicatenario de la invención trata, previene o mejora el dolor.

En uso, se administra una cantidad terapéuticamente eficaz de un polipéptido monocatenario o bicatenario de la 
invención a un paciente.

La presente descripción contempla un amplio intervalo de estados dolorosos, en particular estados dolorosos35
crónicos. Los estados preferidos incluyen dolor canceroso y no canceroso, dolor inflamatorio y dolor neuropático. 
Las fusiones opioides de la presente solicitud están adaptadas especialmente a abordar el dolor inflamatorio, 
aunque pueden ser menos adecuadas para abordar el dolor neuropático. Las fusiones de galanina son más
adecuadas para abordar el dolor neuropático.

En uso, los polipéptidos de la presente invención se emplean normalmente en forma de una composición 40
farmacéutica en asociación con un soporte, diluyente y/o excipiente farmacéutico, aunque la forma exacta de la
composición puede adaptarse al modo de administración. La administración es preferiblemente a un mamífero, más
preferiblemente a un ser humano.

Los polipéptidos pueden emplearse, por ejemplo, en forma de una solución estéril para administración intraarticular o
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administración intracraneal. Se prefiere la inyección raquídea (p. ej., epidural o intratecal).

Los intervalos de dosificación para la administración de los polipéptidos de la presente invención son los que 
producen el efecto terapéutico deseado. Se observará que el intervalo de dosificación requerido depende de la 
naturaleza exacta de los componentes, la vía de administración, la naturaleza de la formulación, la edad del 
paciente, la naturaleza, extensión o gravedad del estado del paciente, las contraindicaciones, si existen, y el criterio 5
del médico a cargo.

Las dosis diarias adecuadas están en el intervalo de 0,0001-1 mg/kg, preferiblemente 0,0001-0,5 mg/kg, más
preferiblemente 0,002-0,5 mg/kg, y preferiblemente en particular 0,004-0,5 mg/kg. La dosis unitaria puede variar de 
menos de 1 microgramo a 30 mg, aunque normalmente estará en la región de 0,01 a 1 mg por dosis, que puede
administrarse diariamente o preferiblemente con menos frecuencia, por ejemplo cada semana o cada seis meses.10

Un régimen de dosificación preferido especialmente se basa en 2,5 ng de proteína de fusión (p. ej., CPNv/A) como 
dosis 1X. A este respecto, las dosis preferidas están en el intervalo 1X-100X (p. ej., 2,5-250 ng). Este intervalo de 
dosificación es significativamente menor (p. ej., al menos 10 veces, normalmente 100 veces menor) que el que se 
emplearía con otros tipos de moléculas analgésicas como AINE, morfina y gabapentina. Por otra parte, la diferencia 
mencionada anteriormente se magnifica considerablemente cuando se realiza la misma comparación sobre una 15
base molar; esto se debe a que las proteínas de fusión de la presente invención tienen un Pm considerablemente
mayor que la terapéutica convencional de moléculas ‘pequeñas’.

Sin embargo, deben esperarse amplias variaciones en la dosis requerida dependiendo de la naturaleza exacta de
los componentes, y de las distintas eficacias de las diversas vías de administración.

Las variaciones en estos niveles de dosis pueden ajustarse usando rutinas empíricas estandarizadas para su 20
optimización, tal como se entiende en la técnica.

Las composiciones adecuadas para inyección pueden estar en forma de soluciones, suspensiones o emulsiones, o
polvos en seco que se disuelven o se suspenden en un vehículo adecuado antes de su uso.

La forma de dosis unitaria líquida se prepara normalmente usando un vehículo estéril sin pirógenos. Los ingredientes
activos, que dependen del vehículo y la concentración usados, pueden disolverse o suspenderse en el vehículo.25

En la preparación de soluciones administrables, los polipéptidos pueden disolverse en un vehículo, haciéndose la 
solución isotónica en caso necesario por adición de cloruro de sodio y esterilizada por filtración a través de un filtro 
estéril usando técnicas asépticas antes del llenado en viales o ampollas estériles adecuados y sellado. 
Alternativamente, si la estabilidad de la solución es adecuada, la solución en sus recipientes sellados puede 
esterilizarse mediante autoclave.30

Ventajosamente pueden disolverse en el vehículo aditivos como agentes de tampón, solubilizantes, de 
estabilización, conservantes o bactericidas, de suspensión o emulsionantes.

Los polvos secos que se disuelven o se suspenden en un vehículo adecuado antes de uso pueden prepararse por
llenado de sustancia farmacológica preesterilizada y otros ingredientes en un recipiente estéril usando técnica 
aséptica en una zona estéril.35

Alternativamente los polipéptidos y otros ingredientes pueden disolverse en un vehículo acuoso, la solución se
esteriliza por filtración y se distribuye en recipientes adecuados usando técnica aséptica en una zona estéril. A 
continuación se liofiliza el producto y se sellan los recipientes de forma aséptica.

Las suspensiones parenterales, adecuadas para inyección intramuscular, subcutánea o intradérmica, se preparan 
sustancialmente de la misma manera, con la salvedad de que los componentes estériles se suspenden en el 40
vehículo estéril, en lugar de disolverse y la esterilización no puede realizarse por filtración. Los componentes pueden
aislarse en estado estéril o alternativamente pueden esterilizarse después de aislamiento, por ejemplo. por
irradiación gamma.

Ventajosamente, se incluye un agente de suspensión, por ejemplo polivinilpirrolidona, en la o las composiciones 
para facilitar una distribución uniforme de los componentes.45

Sección de definiciones

Resto de guiado (RG) significa cualquier estructura química asociada con un agente que interacciona 
funcionalmente con un sitio de unión para provocar la asociación física entre el agente y la superficie de una célula 
diana. En el contexto de la presente invención, la célula diana es un aferente sensorial nociceptivo. El término RG
comprende cualquier molécula (p. ej., una molécula de ocurrencia natural, o una variante modificada 50
química/físicamente de la misma) que es capaz de unirse a un sitio de unión en la célula diana, donde ese sitio de 
unión es capaz de internalización (p. ej., formación de endosoma), también referida como endocitosis mediada por 
receptores. El RG puede poseer una función de translocación de la membrana endosómica, en cuyo caso no es 
necesario que el RG y los dominios de componentes de translocación estén presentes en un agente de la presente 
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invención.

El RG de la presente invención se une (preferiblemente se une específicamente) a un aferente sensorial nociceptivo
(p. ej., un aferente nociceptivo primario). A este respecto, se une específicamente significa que el RG se une a un 
aferente sensorial nociceptivo (p. ej., un aferente nociceptivo primario) con mayor afinidad de la que se une a otras 
neuronas como aferentes no nociceptivos, y/o a neuronas motoras (p. ej., la diana natural para la neurotoxina 5
clostridial holotoxina). La expresión "que se une específicamente" también puede significar que un RG dado se une a 
un receptor dado, por ejemplo el receptor ORL1, con una afinidad de unión (Ka) de 106 M-1 o más, preferiblemente
107 M-1 o más, más preferiblemente 108 M-1 o más, y lo más preferiblemente, 109 M-1 o más.

Para los fines de la presente invención, un agonista se define como una molécula que es capaz de estimular el 
proceso de fusión exocitósico en una célula diana, donde ese proceso es susceptible de inhibición por una proteasa 10
(o un fragmento de la misma) capaz de dividir una proteína del aparato de fusión exocitósico en dicha célula diana.

Por consiguiente, la definición concreta de agonista de la presente invención excluiría muchas moléculas que
convencionalmente se considerarían agonistas.

Por ejemplo, el factor de crecimiento nervioso (NGF) es un agonista en lo que respecta de su capacidad para 
promover la diferenciación neuronal por medio de la unión a un receptor TrkA. Sin embargo, NGF no es un agonista 15
cuando se evalúa según los criterios anteriores dado que no es un inductor principal de la fusión exocitósica. 
Además, el proceso que estimula NGF (p. ej., diferenciación celular) no es susceptible de inhibición por la actividad 
de proteasa de una molécula de toxina no citotóxica.

El término "fragmento", cuando se usa en relación con una proteína, significa un péptido que tiene al menos treinta y 
cinco, preferiblemente al menos veinticinco, más preferiblemente al menos veinte, y lo más preferiblemente al menos20
diez residuos de aminoácidos de la proteína en cuestión.

El término "variante", cuando se usa en relación con una proteína, significa un péptido o fragmento peptídico de la 
proteína que contiene uno o más análogos de un aminoácido (p. ej., un aminoácido no natural) o un enlace 
sustituido.

El término "derivado", cuando se usa en relación con una proteína, significa una proteína que comprende la proteína 25
en cuestión y una secuencia peptídica adicional. La secuencia peptídica adicional preferiblemente no debe interferir 
con el plegamiento básico y así con la estructura conformacional de la proteína original. Dos o más péptidos (o
fragmentos, o variantes) pueden unirse entre sí para formar un derivado. Alternativamente, un péptido (o fragmento, 
o variante) puede unirse con una molécula no relacionada (p. ej., un segundo péptido no relacionado). Los derivados 
pueden sintetizarse químicamente, pero normalmente se prepararán por métodos de ácidos nucleicos 30
recombinantes. Pueden incluirse componentes adicionales como componentes de lípidos, y/o polisacáridos, y/o
policétidos.

A lo largo de la presente memoria descriptiva, la referencia al "receptor ORL1" comprende todos los miembros de la 
familia de receptores ORL1. Los miembros de la familia de receptores ORL1 tienen normalmente una estructura de 
siete dominios transmembrana y se acoplan con proteínas G de las familias Gi y G0. En el Ejemplo 12 se ofrece un 35
método para determinar la actividad de estimulación de la proteína G de los ligandos del receptor ORL1. En el 
Ejemplo 11 se ofrece un método para medir la reducción en los niveles celulares de cAMP después de la activación 
de ORL1. Una característica adicional de los miembros de la familia de receptores ORL1 es que normalmente son 
capaces de unirse a la nociceptina (el ligando natural de ORL1). A modo de ejemplo, todas las variantes alternativas 
de empalme del receptor ORL1, son miembros de la familia de los receptores ORL1.40

El término no citotóxico significa que la molécula de proteasa en cuestión no destruirá la célula diana a la que ha 
sido redireccionada.

La proteasa de la presente descripción comprende todas las proteasas no citotóxicas de ocurrencia natural que son 
capaces de dividir una o más proteínas del aparato de fusión exocitósico en células eucarióticas.

La proteasa de la presente descripción es preferiblemente una proteasa bacteriana (o un fragmento de la misma). 45
Más preferiblemente la proteasa bacteriana se selecciona de los géneros Clostridium o Neisseria (p. ej., una cadena 
L clostridial o una proteasa de IgA de Neisseria preferiblemente de N. gonorrhoea).

La presente invención también comprende proteasas no citotóxicas modificadas, que incluyen secuencias de 
aminoácidos que no existen en la naturaleza y/o residuos de aminoácidos sintéticos, siempre que las proteasas
modificadas sigan mostrando la actividad de proteasa antes mencionada.50

La proteasa de la presente invención muestra preferiblemente una actividad de serina o metaloproteasa (p. ej., 
actividad de endopeptidasa). La proteasa es preferiblemente específica para una proteína SNARE (p. ej., SNAP-25, 
sinaptobrevina/VAMP o sintaxina).

Se hace mención en particular a los dominios de proteasa de neurotoxinas, por ejemplo los dominios de proteasa de
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neurotoxinas bacterianas. Así, la presente invención comprende el uso de dominios de neurotoxinas, que están 
presentes en la naturaleza, así como versiones preparadas de forma recombinante de dichas neurotoxinas de 
ocurrencia natural.

Las neurotoxinas de ejemplo son producidas por clostridia, y el término neurotoxina clostridial comprende 
neurotoxinas producidas por C. tetani (TeNT) y por C. botulinum (BoNT) serotipos A-G, así como las neurotoxinas de 5
tipo BoNT estrechamente relacionadas producidas por C. baratii y C. butyricum. Las abreviaturas mencionadas 
anteriormente se usan a lo largo de la presente memoria descriptiva. Por ejemplo, la nomenclatura BoNT/A denota la 
fuente de neurotoxina como BoNT (serotipo A). Se aplica la nomenclatura correspondiente a otros serotipos de 
BoNT.

El término fragmento de cadena L significa un componente de la cadena L de una neurotoxina, fragmento que10
muestra una actividad de metaloproteasa y es capaz de escindir proteolíticamente una proteína asociada con 
vesículas y/o membranas plasmáticas implicada en la exocitosis celular.

Un dominio de translocación es una molécula que permite la translocación de una proteasa (o un fragmento de la 
misma) en una célula diana de manera que tiene lugar una expresión funcional de actividad de proteasa en el citosol 
de la célula diana. El hecho de si alguna molécula (p. ej., una proteína o péptido) posee la función de translocación15
requerida de la presente invención puede confirmarse por cualquiera de una serie de ensayos convencionales.

Por ejemplo, Shone C. (1987) describe un ensayo in vitro que emplea liposomas, que se someten a provocación con 
una molécula de ensayo. La presencia de la función de translocación requerida se confirma por la liberación desde 
los liposomas de K+ y/o NAD marcada, que puede ser fácilmente objeto de seguimiento [véase Shone C. (1987) Eur. 
J. Biochem; vol. 167(1): pág. 175-180].20

Se proporciona un ejemplo adicional en Blaustein R. (1987), que describe un sencillo ensayo in vitro que emplea 
membranas de bicapa de fosfolípidos plana. Las membranas se someten a provocación con una molécula de 
ensayo y la función de translocación requerida se confirma por un aumento en la conductancia a través de dichas
membranas [véase Blaustein (1987) FEBS Letts; vol. 226, no. 1: pág. 115-120].

La metodología adicional para permitir la evaluación de la fusión de membrana y así la identificación de dominios de 25
translocación adecuados para su uso en la presente invención se proporciona en Methods in Enzymology Vol 220 y
221, Membrane Fusion Techniques, Partes A y B, Academic Press 1993.

El dominio de translocación es capaz preferiblemente de formación de poros permeables a iones en membranas 
lipídicas en estados de bajo pH. Preferiblemente se ha determinado el uso de solo aquellas porciones de la molécula 
de proteína capaces de formación de poros en la membrana endosómica.30

El dominio de translocación puede obtenerse de una fuente de proteínas microbianas, en particular de una fuente de 
proteínas bacterianas o víricas. Por ello, en una realización, el dominio de translocación es un dominio de 
translocación de una enzima, como una toxina bacteriana o una proteína vírica.

Está bien documentado que algunos dominios de toxina bacteriana moléculas son capaces de formar dichos poros. 
Se sabe también que algunos dominios de translocación de proteínas de fusión de membrana expresadas de forma 35
vírica son capaces de formar dichos poros. Tales dominios pueden emplearse en la presente invención.

El dominio de translocación puede ser de origen clostridial, es decir, el dominio HN (o un componente funcional del 
mismo). HN significa una porción o fragmento de la cadena H de una neurotoxina clostridial aproximadamente
equivalente a la mitad en el extremo amino de la cadena H, o el dominio correspondiente a ese fragmento en la 
cadena H intacta. Se prefiere que la cadena H carezca sustancialmente de la función de unión natural del 40
componente HC de la cadena H. A este respecto, la función HC puede eliminarse por deleción de la secuencia de 
aminoácidos HC (en el nivel de síntesis de ADN o después de la síntesis por tratamiento con nucleasas o proteasas). 
Alternativamente, la función HC puede inactivarse mediante tratamiento químico o biológico. Así, la cadena H es
preferiblemente incapaz de unirse al sitio de unión en una célula diana a la que se une una neurotoxina clostridial
nativa (p. ej., holotoxina).45

En una realización, el dominio de translocación es un dominio HN (o un fragmento del mismo) de una neurotoxina 
clostridial. Entre los ejemplos de dominios de translocación clostridiales se incluyen:

Neurotoxina botulínica tipo A - residuos de aminoácidos (449-871)

Neurotoxina botulínica tipo B - residuos de aminoácidos (441-858)

Neurotoxina botulínica tipo C - residuos de aminoácidos (442-866)50

Neurotoxina botulínica tipo D - residuos de aminoácidos (446-862)

Neurotoxina botulínica tipo E - residuos de aminoácidos (423-845)
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Neurotoxina botulínica tipo F - residuos de aminoácidos (440-864)

Neurotoxina botulínica tipo G - residuos de aminoácidos (442-863)

Neurotoxina del tétanos - residuos de aminoácidos (458-879)

Para detalles adicionales acerca de la base genética de producción de toxinas en Clostridium botulinum y C. tetani, 
se remite a Henderson et al. (1997) en The Clostridia: Molecular Biology and Pathogenesis, Academic press.5

El término HN comprende porciones de neurotoxina HN de ocurrencia natural, y porciones de HN modificadas que 
tienen secuencias de aminoácidos que no están presentes en la naturaleza y/o residuos de aminoácidos sintéticos, 
siempre que las porciones de HN modificadas sigan demostrando la función de translocación antes mencionada.

Alternativamente, el dominio de translocación puede tener un origen no clostridial (véase Tabla 4). Los ejemplos de
orígenes de dominios de translocación no clostridiales incluyen, pero no se limitan a, el dominio de translocación de10
toxina diftérica [O’Keefe et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1992) 89, 6202-6206; Silverman et al., J. Biol. Chem. 
(1993) 269, 22524-22532; y London, E. (1992) Biochem. Biophys. Acta., 1112, pág. 25-51], el dominio de 
translocación de exotoxina de Pseudomonas tipo A [Prior et al. Biochemistry (1992) 31, 3555-3559], los dominios de 
translocación de toxina del ántrax [Blanke et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1996) 93, 8437-8442], una variedad de
péptidos fusógenos o hidrófobos de función de translocación [Plank et al. J. Biol. Chem. (1994) 269, 12918-12924; y15
Wagner et al. (1992) PNAS, 89, pág. 7934-7938] y péptidos anfífilos [Murata et al. (1992) Biochem., 31, pág. 1986-
1992]. El dominio de translocación puede reflejar el dominio de translocación presente en una proteína de ocurrencia 
natural, o puede incluir variaciones de aminoácidos siempre que las variaciones no destruyan la capacidad de 
translocación del dominio de translocación.

Los ejemplos particulares de dominios de translocación víricos adecuados para su uso en la presente invención20
incluyen ciertos dominios de translocación de proteínas de fusión de membrana expresadas de forma vírica. Por 
ejemplo, Wagner et al. (1992) y Murata et al. (1992) describen la función de translocación (p. ej., fusión de 
membrana y vesiculación) de una serie de péptidos fusógenos y anfífilos derivados de la región en el extremo N de
la hemaglutinina del virus de la gripe. Otras proteínas de fusión de membrana expresadas de forma vírica que, 
según se sabe, tienen la actividad de translocación deseada son un dominio de translocación de un péptido25
fusógeno del virus del bosque de Semliki (VBS), un dominio de translocación de glucoproteína G del virus de 
estomatitis vesicular (VEV), un dominio de translocación de proteína F del virus SER y un dominio de translocación
de la glucoproteína de la envoltura de espumavirus. Las proteínas Aspike codificadas de forma vírica tienen una 
aplicación especial en el contexto de la presente invención, por ejemplo, la proteína E1 de VBS y la proteína G de la 
proteína G de VEV.30

El uso de los dominios de translocación enumerados en la Tabla (mostrada a continuación) incluye el uso de 
variantes de secuencia de los mismos. Una variante puede comprender una o más sustituciones de ácidos nucleicos 
y/o deleciones o inserciones de ácidos nucleicos conservadores, con la salvedad de que la variante posea la función 
de translocación requerida. Una variante puede comprender también una o más sustituciones de aminoácidos y/o
deleciones o inserciones de aminoácidos, siempre que la variante posea la función de translocación requerida.35

Fuente de dominios de 
translocación

Residuos de aminoácidos Referencias

Toxina diftérica 194-380 Silverman et al., 1994, J. Biol. 
Chem. 269, 22524-22532 London 
E., 1992, Biochem. Biophys. Acta., 
1113, 25-51

Exotoxina de dominio II de 
pseudomonas

405-613 Prior et al., 1992, Biochemistry 31, 
3555-3559

Kihara & Pastan, 1994, Bioconj 
Chem. 5, 532-538

Hemaglutinina del virus de la gripe GLFGAIAGFIENGWE GMIDGWYG, 
y variantes de la misma

Plank et al., 1994, J. Biol. Chem. 
269, 12918-12924

Wagner et al., 1992, PNAS, 89, 
7934-7938

Murata et al., 1992, Biochemistry 31, 
1986-1992

Proteína fusógena del virus del 
bosque de Semliki

Dominio de translocación Kielian et al., 1996, J Cell Biol. 
134(4), 863-872
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Glucoproteína G del virus de 
estomatitis vesicular

118-139 Yao et al., 2003, Virology 310(2), 
319-332

Proteína F del virus SER Dominio de translocación Seth et al., 2003, J Virol 77(11) 
6520-6527

Glucoproteína de envoltura de 
espumavirus

Dominio de translocación Picard-Maureau et al., 2003, J Virol. 
77(8), 4722-4730

Figuras

Figura 1 Purificación de una proteína de fusión de LC/A-nociceptina-HN/A

Figura 2 Purificación de una proteína de fusión de nociceptina-LC/A-HN/A

Figura 3 Purificación de una proteína de fusión de LC/C-nociceptina-HN/C5

Figura 4 Purificación de una proteína de fusión de LC/A-met encefalina-HN/A

Figura 5 Comparación de la eficacia de unión de una proteína de fusión de LC/A-nociceptina-HN/A y una proteína de 
fusión de nociceptina-LC/A-HN/A

Figura 6 Actividad catalítica in vitro de una proteína de fusión de LC/A-nociceptina-HN/A

Figura 7 Purificación de una proteína de fusión de LC/A-variante de nociceptina-HN/A10

Figura 8 Comparación de la eficacia de unión de una proteína de fusión de LC/A-nociceptina-HN/A y una proteína de 
fusión de LC/A-variante de nociceptina-HN/A

Figura 9 Familia de proteínas de fusión de LC/A-nociceptina-HN/A expresadas/purificadas con producto o productos 
de longitud de separación variable

Figura 10 Inhibición de liberación de SP y escisión de SNAP-25 por CPN-A15

Figura 11 Inhibición de liberación de SP y escisión de SNAP-25 durante periodos de tiempo extensos después de
exposición de GRD a CPN-A

Figura 12 Escisión de SNAP-25 por CPNv-A

Figura 13 Escisión de SNAP-25 durante periodos de tiempo extensos después de exposición de GRD a CPNv-A

Figura 14 Desplazamiento mediado por fusión de CPNv-A de unión a [3H]-nociceptina20

Figura 15 Producto CPNv(Ek)-A expresado/purificado

Figura 16 Escisión de SNAP-25 por CPNv(Ek)-A

Figura 17 Producto CPNv-C expresado/purificado

Figura 18 Escisión de sintaxina por CPNv-C

Figura 19 Eficacia de CPN-A en el modelo de alodinia mecánica inducida por capsaicina aguda25

Figura 20 Eficacia de CPN-A en el modelo de neuropatía diabética periférica (dolor neuropático) inducida por 
estreptozotocina (STZ)

Figura 21 Eficacia de CPNv-A en el modelo de alodinia mecánica inducida por capsaicina aguda

Figura 22 Producto LC/A-CPLE-HN/A expresado/purificado

Figura 23 Producto LC/A-CPBE-HN/A expresado/purificado30

Figura 24 Producto CPOP-A expresado/purificado

Figura 25 Producto CPOPv-A expresado/purificado

Figura 26 Escisión de SNAP-25 in vitro en un modelo celular de GRD

Figura 27 CPNv-A-FXa-HT expresado/purificado (marca His eliminable)
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Figura 28 Eficacia in vitro de proteínas de fusión de LC/A-nociceptina-HN/A con longitud de separador variable, 
evaluado por ensayo de competición de ligandos

Figura 29 Eficacia in vitro de proteínas de fusión de LC/A-nociceptina-HN/A con longitud de separador variable, 
evaluado por escisión in vitro de SNAP-25

A continuación se describen las Figuras en más detalle.5

Figura 1 - Purificación de una proteína de fusión de LC/A-nociceptina-HN/A

Usando la metodología indicada en el Ejemplo 9, se purificó una proteína de fusión de LC/A-nociceptina-HN/A de 
células BL21 de E. coli. Brevemente, los productos solubles obtenidos después de desorganización celular se 
aplicaron a una columna de captura de afinidad con carga de níquel. Se eluyeron las proteínas ligadas con imidazol 
100 mM, se trataron con Factor Xa para activar la proteína de fusión y eliminar la marca de proteína de unión a 10
maltosa (MBP), a continuación se volvieron a aplicar a una segunda captura de afinidad con carga de níquel. Se 
evaluaron las muestras del procedimiento de purificación SDS-PAGE (Panel A) y transferencia Western (Panel B). 
Los antisueros de antinociceptina (obtenidos de Abcam) se usaron como anticuerpo primario para transferencia 
Western. El material final purificado en ausencia y presencia de agente reductor se identifica en las pistas marcadas 
como [-] y [+] respectivamente.15

Figura 2 - Purificación de una proteína de fusión de nociceptina-LC/A-HN/A

Usando la metodología indicada en el Ejemplo 9, se purificó una proteína de fusión de nociceptina-LC/A-HN/A de 
células BL21 de E. coli. Brevemente, los productos solubles obtenidos después de desorganización celular se 
aplicaron a una columna de captura de afinidad con carga de níquel. Se eluyeron las proteínas ligadas con imidazol 
100 mM, se trataron con Factor Xa para activar la proteína de fusión y eliminar la marca de proteína de unión a 20
maltosa (MBP), a continuación se volvieron a aplicar a una segunda captura de afinidad con carga de níquel. Se 
evaluaron las muestras del procedimiento de purificación SDS-PAGE (Panel A) y transferencia Western (Panel B). 
Los antisueros de antinociceptina (obtenidos de Abcam) se usaron como anticuerpo primario para transferencia 
Western. El material final purificado en ausencia y presencia de agente reductor se identifica en las pistas marcadas 
como [-] y [+] respectivamente.25

Figura 3 - Purificación de una proteína de fusión de LC/C-nociceptina-HN/C

Usando la metodología indicada en el Ejemplo 9, se purificó una proteína de fusión de LC/C-nociceptina-HN/C de 
células BL21 de E. coli. Brevemente, los productos solubles obtenidos después de desorganización celular se 
aplicaron a una columna de captura de afinidad con carga de níquel. Se eluyeron las proteínas ligadas con imidazol 
100 mM, se trataron con Factor Xa para activar la proteína de fusión y eliminar la marca de proteína de unión a 30
maltosa (MBP), a continuación se volvieron a aplicar a una segunda captura de afinidad con carga de níquel. Se 
evaluaron las muestras del procedimiento de purificación SDS-PAGE (Panel A) y transferencia Western (Panel B). 
Los antisueros de antinociceptina (obtenidos de Abcam) se usaron como anticuerpo primario para transferencia 
Western. El material final purificado en ausencia y presencia de agente reductor se identifica en las pistas marcadas 
como [-] y [+] respectivamente.35

Figura 4 - Purificación de una proteína de fusión de LC/A-met encefalina-HN/A

Usando la metodología indicada en el Ejemplo 9, se purificó una proteína de fusión de LC/A-met encefalina-HN/A de 
células BL21 de E. coli. Brevemente, los productos solubles obtenidos después de desorganización celular se 
aplicaron a una columna de captura de afinidad con carga de níquel. Se eluyeron las proteínas ligadas con imidazol 
100 mM, se trataron con Factor Xa para activar la proteína de fusión y eliminar la marca de proteína de unión a 40
maltosa (MBP), a continuación se volvieron a aplicar a una segunda captura de afinidad con carga de níquel. Se 
evaluaron las muestras del procedimiento de purificación SDS-PAGE. El material final purificado en ausencia y 
presencia de agente reductor se identifica en las pistas marcadas como [-] y [+] respectivamente.

Figura 5 - Comparación de la eficacia de unión de una proteína de fusión de LC/A-nociceptina-HN/A y una proteína
de fusión de nociceptina-LC/A-HN/A45

Se evaluó la capacidad de las fusiones de nociceptina de unirse al receptor ORL1 usando un sencillo ensayo basado 
en la competencia. Los cultivos primarios de ganglios de las raíces dorsales (GRD) se expusieron a concentraciones 
variables de material de ensayo en presencia de [3H]-nociceptina 1 nM. Se evaluó la reducción en la unión 
específica del ligando radiomarcado por recuento por centello, y se representó gráficamente en comparación con la 
eficacia de ligando no marcado (nociceptina Tocris). Está claro que la fusión de LC/A-nociceptina-HN/A es muy 50
superior a la fusión de nociceptina-LC/A-HN/A en la interacción con el receptor ORL1.

Figura 6 - Actividad catalítica in vitro de una proteína de fusión de LC/A-nociceptina-HN/A

Se determinó la actividad de la endopeptidasa in vitro de la proteína de fusión de LC/A-nociceptina-HN/A purificada
esencialmente como se describe en Chaddock et al. 2002, Prot. Express Purif. 25, 219-228. Brevemente, se expuso 
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el péptido SNAP-25 inmovilizado en una placa ELISA a concentraciones variables de proteína de fusión durante 1 
hora a 37°C. Después de una serie de lavados, se cuantificó la cantidad de péptido SNAP-25 escindido por
reactividad con un antisuero específico.

Figura 7 - Purificación de una proteína de fusión de LC/A-variante de nociceptina-HN/A

Usando la metodología indicada en el Ejemplo 9, se purificó una proteína de fusión de LC/A-variante de nociceptina-5
HN/A de células BL21 de E. coli. Brevemente, los productos solubles obtenidos después de desorganización celular
se aplicaron a una columna de captura de afinidad con carga de níquel. Se eluyeron las proteínas ligadas con
imidazol 100 mM, se trataron con Factor Xa para activar la proteína de fusión y eliminar la marca de proteína de 
unión a maltosa (MBP), a continuación se volvieron a aplicar a una segunda captura de afinidad con carga de níquel. 
Se evaluaron las muestras del procedimiento de purificación SDS-PAGE. El material final purificado en ausencia y 10
presencia de agente reductor se identifica en las pistas marcadas como [-] y [+] respectivamente.

Figura 8 - Comparación de la eficacia de unión de una proteína de fusión de LC/A-nociceptina-HN/A y una proteína
de fusión de LC/A-variante de nociceptina-HN/A

Se evaluó la capacidad de las fusiones de nociceptina de unirse al receptor ORL1 usando un sencillo ensayo basado 
en la competencia. Los cultivos primarios de ganglios de las raíces dorsales (GRD) se expusieron a concentraciones 15
variables de material de ensayo en presencia de [3H]-nociceptina 1 nM. Se evaluó la reducción en la unión 
específica del ligando radiomarcado por recuento por centello, y se representó gráficamente en comparación con la 
eficacia de ligando no marcado (nociceptina Tocris). Está claro que la fusión de LC/A-variante de nociceptina-HN/A 
(CPNv-LHA) es superior a la fusión de LC/A-variante de nociceptina-HN/A (CPN-LHA) en la interacción con el 
receptor ORL1.20

Figura 9 - Familia de proteínas de fusión de LC/A-nociceptina-HN/A expresadas/purificadas con producto o 
productos de longitud de separación variable

Usando la metodología indicada en el Ejemplo 9, se purifican variantes de la fusión de LC/A-CPN-HN/A que 
consisten en GS10, GS30 y HX27 de pasta celular de E. coli. Las muestras de la purificación de LC/A-CPN(GS10)-
HN/A, LC/A CPN(GS15)-HN/A, LC/A-CPN(GS25)-HN/A, LC/A-CPN(GS30)-HN/A y LC/A-CPN(HX27)-HN/A se 25
evaluaron por SDS-PAGE antes de tinción con azul de Coomassie. El perfil de electroforesis indica purificación de
una especie bicatenaria unida por enlaces de disulfuro de la masa molecular esperada de CPBE-A. Panel superior: 
M = marcadores de masa molecular de referencia; S = fracción soluble de proteínas de E. coli total; FT = proteínas 
que no se unen a la columna de Sefarosa cargada con Ni

2+
; FUSIÓN = proteína de fusión eluida por la adición de

imidazol. Panel inferior: Pista 1 = marcadores de masa molecular de referencia; Pista 2 = fracción soluble de 30
proteínas de E. coli total; Pista 3 = material purificado después de captura inicial en Sefarosa cargada con Ni2+; Pista
4 = material tratado con Factor Xa antes de la captura final en Sefarosa cargada con Ni2+; Pista 5 = material final 
purificado después de activación con Factor Xa (5 l); Pista 6 = material final purificado después de activación con
Factor Xa (10 l); Pista 7 = material final purificado después de activación con Factor Xa (20 l); Pista 8 = material 
final purificado después de activación con Factor Xa + DTT (5 l); Pista 9 = material final purificado después de 35
activación con Factor Xa + DTT (10 l); Pista 10 = material final purificado después de activación con Factor Xa + 
DTT (20 l).

Figura 10 - Inhibición de liberación de SP y escisión de SNAP-25 por CPN-A

Brevemente, se expusieron cultivos primarios de ganglios de las raíces dorsales (GRD) a concentraciones variables 
de CPN-A durante 24 horas. Las proteínas celulares se separaron por SDS-PAGE, se sometieron a transferencia 40
Western y se sondearon con anti-SNAP-25 para facilitar una evaluación de la escisión de SNAP-25. El porcentaje de
SNAP-25 escindido se calculó por análisis densitométrico y se representó gráficamente con respecto a la 
concentración de fusión (línea discontinua). El material se recuperó también para un análisis de contenido de 
sustancia P usando un kit EIA específico. La inhibición de liberación de sustancia P se ilustra por la línea continua. 
La concentración de fusión requerida para alcanzar el 50% de escisión máxima de SNAP-25 se estima en 6,30 ± 45
2,48 nM.

Figura 11 - Inhibición de liberación de SP y escisión de SNAP-25 durante periodos de tiempo extensos después de
exposición de GRD a CPN-A

Se expusieron cultivos primarios de ganglios de las raíces dorsales (GRD) a concentraciones variables de CPN-A 
durante 24 horas. Se usó neurotoxina botulínica (BoNT/A) como control. Después de esta exposición inicial, se 50
eliminó el material extracelular por lavado, y se incubaron las células a 37°C durante periodos de tiempo variables. 
En instantes de tiempo específicos, las proteínas celulares se separaron por SDS-PAGE, se sometieron a 
transferencia Western y se sondearon con anti-SNAP-25 para facilitar una evaluación de la escisión de SNAP-25. El 
porcentaje de SNAP-25 escindido se calculó por análisis densitométrico y se ilustra por las líneas discontinuas. El 
material se recuperó también para un análisis de contenido de sustancia P usando un kit EIA específico. La 55
inhibición de liberación de sustancia P se ilustra por las líneas continuas.
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Figura 12 - Escisión de SNAP-25 por CPNv-A

Se expusieron cultivos primarios de ganglios de las raíces dorsales (GRD) a concentraciones variables de CPNv-A 
durante 24 horas. Las proteínas celulares se separaron por SDS-PAGE, se sometieron a transferencia Western y se 
sondearon con anti-SNAP-25 para facilitar una evaluación de la escisión de SNAP-25. El porcentaje de SNAP-25 
escindido se calculó por análisis densitométrico. La concentración de fusión requerida para alcanzar el 50% de 5
escisión máxima de SNAP-25 se estima en 1,38 ± 0,36 nM.

Figura 13 - Escisión de SNAP-25 durante periodos de tiempo extensos después de exposición de GRD a CPNv-A

Se expusieron cultivos primarios de ganglios de las raíces dorsales (GRD) a concentraciones variables de CPNv-A 
durante 24 horas. Se usó CPN-A como control. Después de esta exposición inicial, se eliminó el material extracelular 
por lavado, y se incubaron las células a 37°C durante periodos de tiempo variables. En instantes de tiempo 10
específicos, las proteínas celulares se separaron por SDS-PAGE, se sometieron a transferencia Western y se 
sondearon con anti-SNAP-25 para facilitar una evaluación de la escisión de SNAP-25. El porcentaje de SNAP-25 
escindido se calculó por análisis densitométrico.

Figura 14 - Desplazamiento mediado por fusión de CPNv-A de unión a [3H]-nociceptina

La capacidad de las fusiones de nociceptina de unirse al receptor ORL1 se evaluó usando un sencillo ensayo basado 15
en la competencia. Los cultivos primarios de ganglios de las raíces dorsales (GRD) se expusieron a concentraciones 
variables de material de ensayo en presencia de [3H]-nociceptina 1 nM. Se evaluó la reducción en la unión 
específica del ligando radiomarcado por recuento por centello, y se representó gráficamente en comparación con la 
eficacia de ligando no marcado (nociceptina Tocris). Está claro que la fusión de LC/A-nociceptina variante-HN/A 
(marcada como CPNv-LHnA) es superior a la fusión de LC/A-nociceptina-HN/A (marcada como CPNLHnA) en la 20
interacción con el receptor ORL1.

Figura 15 - Producto CPNv(Ek)-A expresado/purificado

Las proteínas se sometieron a SDS-PAGE antes de tinción con azul de Coomassie. El perfil de electroforesis indica 
purificación de una especie bicatenaria unida por enlaces de disulfuro de la masa molecular esperada de CPNv(Ek)-
A. Pista 1 = marcadores de masa molecular de referencia; Pista 2 = fracción soluble de proteínas de E. coli total; 25
Pista 3 = material purificado después de captura inicial en Sefarosa cargada con Ni2+; Pista 4 = material final 
purificado después de activación con enterocinasa (5 l); Pista 5 = material final purificado después de activación
con enterocinasa (10 l); Pista 6 = material final purificado después de activación con enterocinasa (20 l); Pista 7 = 
material final purificado después de activación con enterocinasa + DTT (5 l); Pista 8 = material final purificado
después de activación con enterocinasa + DTT (10 l); Pista 9 = material final purificado después de activación con30
enterocinasa + DTT (20 l).

Figura 16 - Escisión de SNAP-25 por CPNv(Ek)-A

Se expusieron cultivos primarios de ganglios de las raíces dorsales (GRD) a concentraciones variables de
CPNv(Ek)-A durante 24 horas. Las proteínas celulares se separaron por SDS-PAGE, se sometieron a transferencia 
Western y se sondearon con anti-SNAP-25 para facilitar una evaluación de la escisión de SNAP-25. El porcentaje de35
SNAP-25 escindido se calculó por análisis densitométrico. Se usó CPNv-A preparado como en el Ejemplo 9 con 
fines de comparación. Se ilustra el porcentaje escisión de SNAP-25 por CPNv(Ek)-A (marcado como En activado) y
CPNv-A (marcado como Xa activado).

Figura 17 - Producto CPNv-C expresado/purificado

Las proteínas se sometieron a SDS-PAGE antes de tinción con azul de Coomassie. El perfil de electroforesis indica 40
purificación de una especie bicatenaria unida por enlaces de disulfuro de la masa molecular esperada de CPNv-C. 
Pista 1 = marcadores de masa molecular de referencia; Pista 2 = fracción soluble de proteínas de E. coli total; Pista
3 = material purificado después de captura inicial en Sefarosa cargada con Ni2+; Pista 4 = material tratado con Factor 
Xa antes de la captura final en Sefarosa cargada con Ni2+; Pista 5 = material purificado después de segunda captura 
en Sefarosa cargada con Ni2+; Pista 6 = material final purificado; Pista 7 = material final purificado + DTT; Pista 8 = 45
marcadores de masa molecular de referencia.

Figura 18 - Escisión de sintaxina por CPNv-C

Se expusieron cultivos primarios de ganglios de las raíces dorsales (GRD) a concentraciones variables de CPNv-C 
durante 24 horas. Las proteínas celulares se separaron por SDS-PAGE, se sometieron a transferencia Western y se 
sondearon con anti-sintaxina para facilitar una evaluación de escisión de sintaxina. El porcentaje de sintaxina 50
escindida se calculó por análisis densitométrico. La concentración de fusión requerida para alcanzar el 50% de 
escisión de sintaxina máxima se estima en 3,13 ± 1,96 nM.
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Figura 19 - Eficacia de CPN-A en el modelo de alodinia mecánica inducida por capsaicina aguda

Se evaluó la capacidad de una fusión de LC/A-nociceptina-HN/A (CPN/A) para inhibir la alodinia mecánica inducida 
por capsaicina después de inyección intraplantar subcutánea en la pata trasera de una rata. Se evaluó en los 
animales la frecuencia de retirada de la pata (%FRP) en respuesta a una serie de estímulos de filamento de Von 
Frey de 10 g (10 estímulos x 3 ensayos) antes de la inclusión en el estudio (Pretratamiento); después de tratamiento 5
intraplantar subcutáneo con CPN/A pero antes de capsaicina (Pre-CAP); y posteriormente a la inyección de 
provocación de capsaicina de CPN/A (media de respuestas a 15’ y 30’; CAP). La provocación con capsaicina se 
consiguió por inyección de 10 L de una solución al 0,3%. Se prepararon diluciones de la muestra en BSA/suero 
salino al 0,5%.

Figura 20 - Eficacia de CPN-A en el modelo de neuropatía diabética periférica (dolor neuropático) inducida por10
estreptozotocina (STZ)

Se tratan ratas Sprague-Dawley macho (250-300 g) con 65 mg/kg de STZ en tampón de citrato (I.V.) y se miden la 
glucosa y los lípidos en sangre semanalmente para definir el buen funcionamiento del modelo. Se mide el umbral de 
retirada de la pata (URP) en respuesta a una serie de estímulos de filamento de Von Frey durante un periodo de 
tiempo. Se dice que se establece la alodinia cuando el URP en dos fechas de ensayo consecutivas (separadas por 1 15
semana) mide menos de 6 g en la escala. En este punto, se aleatoriza a las ratas en un grupo de suero salino 
(control de eficacia negativo), un grupo de gabapentina (control de eficacia positivo) o un grupo de ensayo (CPN/A). 
Se inyectan materiales de ensayo (20-25 l) por vía subcutánea como una única inyección (excepto gabapentina) y
se mide el URP 1 día después del tratamiento y posteriormente de forma periódica durante un periodo de 2 
semanas. La gabapentina (30 mg/kg i.p. @ 3 ml/kg de volumen de inyección) se inyecta diariamente, 2 horas antes 20
del inicio del ensayo de URP.

Figura 21 - Eficacia de CPNv-A en el modelo de alodinia mecánica inducida por capsaicina aguda

Se evaluó la capacidad de una fusión de LC/A-variante de nociceptina-HN/A (CPNv/A) para inhibir la alodinia 
mecánica inducida por capsaicina después de inyección intraplantar subcutánea en la pata trasera de una rata. Se 
evaluó en los animales la frecuencia de retirada de la pata (%FRP) en respuesta a una serie de estímulos de 25
filamento de Von Frey de 10 g (10 estímulos x 3 ensayos) antes de la inclusión en el estudio (Pretratamiento), 
después de tratamiento intraplantar subcutáneo con CPNv/A pero antes de capsaicina (Pre-CAP) y posteriormente a 
la inyección de provocación de capsaicina de CPNv/A (media de respuestas a 15’ y 30’; CAP). La provocación con 
capsaicina se consiguió por inyección de 10 L de una solución al 0,3%. Se prepararon diluciones de la muestra en
BSA/suero salino al 0,5%. Estos datos se expresan como un diferencial de frecuencia de retirada de la pata 30
normalizado, en el que la diferencia entre la respuesta máxima (post-capsaicina) y la respuesta de base (pre-
capsaicina) se expresa en forma de porcentaje. Con este análisis, puede verse que CPNv/A es más potente que
CPN/A dado que se requiere una dosis menor de CPNv/A para alcanzar un efecto analgésico similar al observado 
con CPN/A.

Figura 22 - Producto LC/A-CPLE-HN/A expresado/purificado35

Las proteínas se sometieron a SDS-PAGE antes de tinción con azul de Coomassie. El perfil de electroforesis indica 
purificación de una especie bicatenaria unida por enlaces de disulfuro de la masa molecular esperada de CPLE-A. 
Pista 1 = marcadores de masa molecular de referencia; Pista 2 = fracción soluble de proteínas de E. coli total; Pista
3 = material purificado después de captura inicial en Sefarosa cargada con Ni

2+
; Pista 4 = material tratado con Factor 

Xa antes de la captura final en Sefarosa cargada con Ni2+; Pista 5 = material purificado después de segunda captura 40
en Sefarosa cargada con Ni2+; Pista 6 = material final purificado; Pista 7 = material final purificado + DTT.

Figura 23 - Producto LC/A-CPBE-HN/A expresado/purificado

Las proteínas se sometieron a SDS-PAGE antes de tinción con azul de Coomassie. El perfil de electroforesis indica 
purificación de una especie bicatenaria unida por enlaces de disulfuro de la masa molecular esperada de CPBE-A. 
Pista 1 = fracción soluble de proteínas de E. coli total; Pista 2 = material purificado después de captura inicial en 45
Sefarosa cargada con Ni2+; Pista 3 = material tratado con Factor Xa antes de la captura final en Sefarosa cargada 
con Ni2+; Pista 4 = material final purificado después de activación con Factor Xa (5 l); Pista 5 = material final 
purificado después de activación con Factor Xa (10 l); Pista 6 = material final purificado después de activación con
Factor Xa (20 l); Pista 7 = material final purificado después de activación con Factor Xa + DTT (5 l); Pista 8 = 
material final purificado después de activación con Factor Xa + DTT (10 l); Pista 9 = material final purificado50
después de activación con Factor Xa + DTT (20 l); Pista 10 = marcadores de masa molecular de referencia.

Figura 24 - Producto CPOP-A expresado/purificado

Las proteínas se sometieron a SDS-PAGE antes de tinción con azul de Coomassie. El perfil de electroforesis indica 
purificación de una especie bicatenaria unida por enlaces de disulfuro de la masa molecular esperada de CPOP-A. 
Pista 1 = marcadores de masa molecular de referencia; Pista 2 = material purificado después de captura inicial en 55
Sefarosa cargada con Ni2+; Pista 3 = material tratado con Factor Xa antes de la captura final en Sefarosa cargada 
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con Ni2+; Pista 4 = material purificado después de segunda captura en Sefarosa cargada con Ni2+; Pista 5 = material 
final purificado después de activación con Factor Xa (5 l); Pista 6 = material final purificado después de activación
con Factor Xa (10 l); Pista 7 = material final purificado después de activación con Factor Xa (20 l); Pista 8 = 
material final purificado después de activación con Factor Xa + DTT (5 l); Pista 9 = material final purificado después 
de activación con Factor Xa + DTT (10 l); Pista 10 = material final purificado después de activación con Factor Xa + 5
DTT (20 l).

Figura 25 - Producto CPOPv-A expresado/purificado

Las proteínas se sometieron a SDS-PAGE antes de tinción con azul de Coomassie. El perfil de electroforesis indica 
purificación de una especie bicatenaria unida por enlaces de disulfuro de la masa molecular esperada de CPOPv-A. 
Pista 1 = marcadores de masa molecular de referencia; Pista 2 = fracción soluble de proteínas de E. coli total; Pista10
3 = material purificado después de captura inicial en Sefarosa cargada con Ni2+; Pista 4 = material tratado con Factor 
Xa antes de la captura final en Sefarosa cargada con Ni2+; Pista 5 = material final purificado después de activación
con Factor Xa (5 l); Pista 6 = material final purificado después de activación con Factor Xa (10 l); Pista 7 = material 
final purificado después de activación con Factor Xa (20 l); Pista 8 = material final purificado después de activación
con Factor Xa + DTT (5 l); Pista 9 = material final purificado después de activación con Factor Xa + DTT (10 l); 15
Pista 10 = material final purificado después de activación con Factor Xa + DTT (20 l).

Figura 26 - Escisión in vitro de SNAP-25 en un modelo celular de GRD

Se expusieron cultivos primarios de ganglios de las raíces dorsales (GRD) a concentraciones variables de CPOPv-A 
durante 24 horas. Las proteínas celulares se separaron por SDS-PAGE, se sometieron a transferencia Western y se 
sondearon con anti-SNAP-25 para facilitar una evaluación de la escisión de SNAP-25. El porcentaje de SNAP-25 20
escindido se calculó por análisis densitométrico.

Figura 27 - CPNv-A-FXa-HT expresado/purificado (marca His eliminable)

Las proteínas se sometieron a SDS-PAGE antes de tinción con azul de Coomassie. El perfil de electroforesis indica 
purificación de una especie bicatenaria unida por enlaces de disulfuro de la masa molecular esperada de CPNv-A-
FXa-HT. Pista 1 = marcadores de masa molecular de referencia; Pista 2 = fracción soluble de proteínas de E. coli25
total; Pista 3 = material tratado con Factor Xa antes de la captura final en Sefarosa cargada con Ni2+; Pista 4 = 
material final purificado después de activación con Factor Xa; Pista 5 = material final purificado después de 
activación con Factor Xa + DTT.

Figura 28 - Eficacia in vitro de proteínas de fusión de LC/A-nociceptina-HN/A con longitud de separador variable, 
evaluada por ensayo de competición de ligandos30

Se evaluó la capacidad de las fusiones de LC/A-nociceptina-HN/A de longitud de separador variable de unirse al 
receptor ORL1 usando un sencillo ensayo basado en la competencia. Los cultivos primarios de ganglios de las raíces 
dorsales (GRD) se expusieron a concentraciones variables de material de ensayo en presencia de [3H]-nociceptina 
1 nM. Se evaluó la reducción en la unión específica del ligando radiomarcado por recuento por centello, y se 
representó gráficamente en comparación con la eficacia de ligando no marcado (nociceptina Tocris). El panel 35
superior ilustra las características de desplazamiento de los separadores GS0, GS20, GS30 y Hx27, mientras que el 
panel inferior ilustra el desplazamiento alcanzado por las proteínas de fusión separadas GS10, GS15 y GS25. Se 
concluye que los separadores GS0 y GS30 son ineficaces, y el GS10 es poco eficaz, en el desplazamiento de 
nociceptina del receptor ORL1.

Figura 29 - Eficacia in vitro de proteínas de fusión de LC/A-nociceptina-HN/A con longitud de separador variable, 40
evaluada por escisión in vitro de SNAP-25

Se expusieron cultivos primarios de ganglios de las raíces dorsales (GRD) a concentraciones variables de CPN-A 
(de longitud de separador variable) durante 24 horas. Las proteínas celulares se separaron por SDS-PAGE, se 
sometieron a transferencia Western y se sondearon con anti-SNAP-25 para facilitar una evaluación de la escisión de 
SNAP-25. El porcentaje de SNAP-25 escindido se calculó por análisis densitométrico. Las características de unión 45
poco eficaces de la proteína de fusión separada GS10 (véase Figura 28) se reflejan en las mayores concentraciones
de fusión requeridas para alcanzar la escisión de SNAP-25 intracelular. Las proteínas de fusión separadas GS0 y
GS30 fueron completamente ineficaces (datos no mostrados). Las proteínas de fusión separadas GS15, 20 y 25 
fueron eficaces de forma similar.

SEQ ID NO50

SEQ ID1 Secuencia de ADN de LC/A

SEQ ID2 Secuencia de ADN de HN/A

SEQ ID3 Secuencia de ADN de LC/B
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SEQ ID4 Secuencia de ADN de HN/B

SEQ ID5 Secuencia de ADN de LC/C

SEQ ID6 Secuencia de ADN de HN/C

SEQ ID7 Secuencia de ADN del grupo enlazador CPN-A

SEQ ID8 Secuencia de ADN del grupo enlazador A5

SEQ ID9 Secuencia de ADN de la inserción de nociceptina de presentación en el extremo N

SEQ ID10 Secuencia de ADN del grupo enlazador CPN-C

SEQ ID11 Secuencia de ADN del grupo enlazador CPBE-A

SEQ ID12 Secuencia de ADN del grupo enlazador CPNvar-A

SEQ ID13 Secuencia de ADN de fusión de LC/A-CPN-HN/A10

SEQ ID14 Secuencia de proteínas de fusión de LC/A-CPN-HN/A

SEQ ID15 Secuencia de ADN de fusión de N-LC/A-HN/A

SEQ ID16 Secuencia de proteínas de fusión de N-LC/A-HN/A

SEQ ID17 Secuencia de ADN de fusión de LC/C-CPN-HN/C

SEQ ID18 Secuencia de proteínas de fusión de LC/C-CPN-HN/C15

SEQ ID19 Secuencia de ADN de fusión de LC/C-CPN-HN/C (grupo enlazador A)

SEQ ID20 Secuencia de proteínas de fusión de LC/C-CPN-HN/C (grupo enlazador A)

SEQ ID21 Secuencia de ADN de fusión de LC/A-CPME-HN/A

SEQ ID22 Secuencia de proteínas de fusión de LC/A-CPME-HN/A

SEQ ID23 Secuencia de ADN de fusión de LC/A-CPBE-HN/A20

SEQ ID24 Secuencia de proteínas de fusión de LC/A-CPBE-HN/A

SEQ ID25 Secuencia de ADN de fusión de LC/A-CPNv-HN/A

SEQ ID26 Secuencia de proteínas de fusión de LC/A-CPNv-HN/A

SEQ ID27 Secuencia de ADN de fusión de LC/A-CPN[1-11]-HN/A

SEQ ID28 Secuencia de proteínas de fusión de LC/A-CPN[1-11]-HN/A25

SEQ ID29 Secuencia de ADN de fusión de LC/A-CPN[[Y10]1-11]-HN/A

SEQ ID30 Secuencia de proteínas de fusión de LC/A-CPN[[Y10]1-11]-HN/A

SEQ ID31 Secuencia de ADN de fusión de LC/A-CPN[[Y11]1-11]-HN/A

SEQ ID32 Secuencia de proteínas de fusión de LC/A-CPN[[Y11]1-11]-HN/A

SEQ ID33 Secuencia de ADN de fusión de LC/A-CPN[[Y14]1-17]-HN/A30

SEQ ID34 Secuencia de proteínas de fusión de LC/A-CPN[[Y14]1-17]-HN/A

SEQ ID35 Secuencia de ADN de fusión de LC/A-CPN[1-13]-HN/A

SEQ ID36 Secuencia de proteínas de fusión de LC/A- CPN[1-13]-HN/A

SEQ ID37 Secuencia de ADN de CPN[1-17]

SEQ ID38 Secuencia de proteínas de CPN[1-17]35

SEQ ID39 Secuencia de ADN de CPN[1-11]

SEQ ID40 Secuencia de proteínas de CPN[1-11]
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SEQ ID41 Secuencia de ADN de CPN[[Y10]1-11]

SEQ ID42 Secuencia de proteínas de CPN[[Y10]1-11]

SEQ ID43 Secuencia de ADN de CPN[[Y11]1-11]

SEQ ID44 Secuencia de proteínas de CPN[[Y11]1-11]

SEQ ID45 Secuencia de ADN de CPN[[Y14]1-17]5

SEQ ID46 Secuencia de proteínas de CPN[[Y14]1-17]

SEQ ID47 Secuencia de ADN de CPN[1-13]

SEQ ID48 Secuencia de proteínas de CPN[1-13]

SEQ ID49 Secuencia de ADN de CPNv (también conocida como N[[R14K15]1-17])

SEQ ID50 Secuencia de proteínas de CPNv (también conocida como N[[R14K15]1-17])10

SEQ ID51 Secuencia de ADN de fusión de nociceptina-separador-LC/A-HN/A

SEQ ID52 Secuencia de proteínas de fusión de nociceptina-separador-LC/A-HN/A

SEQ ID53 Secuencia de ADN de grupo enlazador CPN-A GS10

SEQ ID54 Secuencia de ADN de grupo enlazador CPN-A GS15

SEQ ID55 Secuencia de ADN de grupo enlazador CPN-A GS2515

SEQ ID56 Secuencia de ADN de grupo enlazador CPN-A GS30

SEQ ID57 Secuencia de ADN de grupo enlazador CPN-A HX27

SEQ ID58 Secuencia de ADN de fusión de LC/A-CPN(GS15)-HN/A

SEQ ID59 Secuencia de proteínas de fusión de LC/A-CPN(GS15)-HN/A

SEQ ID60 Secuencia de ADN de fusión de LC/A-CPN(GS25)-HN/A20

SEQ ID61 Secuencia de proteínas de fusión de LC/A-CPN(GS25)-HN/A

SEQ ID62 Secuencia de ADN del grupo enlazador activable de CPNvar-A Enterocinasa

SEQ ID63 Secuencia de ADN de fusión de LC/A-CPNv(Ek)-HN/A

SEQ ID64 Secuencia de proteínas de fusión de LC/A-CPNv(Ek)-HN/A

SEQ ID65 Secuencia de ADN del grupo enlazador CPNvar-A25

SEQ ID66 Secuencia de ADN de fusión de LC/C-CPNv-HN/C (acc. A)

SEQ ID67 Secuencia de proteínas de fusión de LC/C-CPNv-HN/C (acc. A)

SEQ ID68 Secuencia de ADN de fusión de LC/A-CPLE-HN/A

SEQ ID69 Secuencia de proteínas de fusión de LC/A-CPLE-HN/A

SEQ ID70 Secuencia de ADN de fusión de LC/A-CPOP-HN/A30

SEQ ID71 Secuencia de proteínas de fusión de LC/A-CPOP-HN/A

SEQ ID72 Secuencia de ADN de fusión de LC/A-CPOPv-HN/A

SEQ ID73 Secuencia de proteínas de fusión de LC/A-CPOPv-HN/A

SEQ ID74 Secuencia de ADN de la proteasa de IgA

SEQ ID75 Secuencia de ADN de fusión de IgA-CPNv-HN/A35

SEQ ID76 Secuencia de proteínas de fusión de IgA-CPNv-HN/A

SEQ ID77 Secuencia de ADN de FXa-HT
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SEQ ID78 Secuencia de ADN de CPNv-A-FXa-HT

SEQ ID79 Secuencia de proteínas de fusión de CPNv-A-FXa-HT

SEQ ID80 Secuencia de ADN del dominio de translocación DR

SEQ ID81 Secuencia de ADN de CPLE-DT-A

SEQ ID82 Secuencia de proteínas de fusión de CPLE-DT-A5

SEQ ID83 Secuencia de ADN de TeNT LC

SEQ ID84 Secuencia de ADN de CPNv-TENT LC

SEQ ID85 Secuencia de proteínas de fusión de CPNV-TeNT LC

SEQ ID86 Secuencia de ADN de grupo enlazador CPNvar-C

SEQ ID87 Secuencia de ADN de fusión de LC/C-CPNv-HN/C (acc. C)10

SEQ ID88 Secuencia de proteínas de fusión de LC/C-CPNv-HN/C (acc. C)

Ejemplos

Ejemplo 1 - Preparación de clones de la estructura principal de LC/A y HN/A

El siguiente procedimiento crea los fragmentos LC y HN para su uso como estructura principal de componentes para
expresión de fusión multidominio. Este ejemplo se basa en la preparación de un clon basado en serotipo A (SEQ ID1 15
y SEQ ID2), aunque los procedimientos y métodos son igualmente aplicables a los otros serotipos ilustrados por el 
listado de secuencias para el serotipo B (SEQ ID3 y SEQ ID4) y el serotipo C (SEQ ID5 y SEQ ID6)].

Preparación de vectores de clonación y de expresión

pCR 4 (Invitrogen) es el vector de clonación estándar escogido, seleccionado debido a la ausencia de secuencias de 
restricción en el vector y los sitios de cebadores de secuenciación adyacentes para una fácil confirmación de la 20
construcción. El vector de expresión se basa en el vector de expresión de pMAL (NEB), que tiene las secuencias de 
restricción deseadas en el sitio de clonación múltiple en la orientación correcta para la inserción de la construcción
(BamHI-SalI-PstI-HindIII). Se ha eliminado un fragmento del vector de expresión para crear un plásmido no 
movilizable y se ha introducido una variedad de diferentes marcas de fusión para aumentar las opciones de 
purificación.25

Preparación de la inserción de proteasa (p. ej., LC/A)

La LC/A (SEQ ID1) se crea mediante una de dos formas:

La secuencia de ADN se diseña por traducción inversa de secuencias de aminoácidos de LC/A [obtenidos de 
fuentes de bases de datos de disposición libre como GenBank (nº de entrada P10845) o Swissprot (lugar de entrada
BXA1_CLOBO) usando una de entre una variedad de herramientas de programa de traducción inversa (por ejemplo, 30
traducción inversa de E. coli EditSeq best (DNASTAR Inc.) o herramienta Backtranslation v2.0 (Entelechon)]. Las 
secuencias de reconocimiento BamHI/SalI se incorporan en los extremos 5’ y 3’ respectivamente de la secuencia, 
que mantiene el marco de lectura correcto. La secuencia de ADN es rastreada (usando un programa como 
MapDraw, DNASTAR Inc.) para secuencias de escisión de enzimas de restricción incorporadas durante la traducción 
inversa. Cualquier secuencia de escisión que se encuentre en común con las requeridas por el sistema de clonación35
se elimina manualmente de la secuencia de codificación propuesta que asegura que el uso de codones de E. coli 
común se mantiene. El uso de codones de E. coli se evalúa por referencia a programas de software como Graphical 
Codon Usage Analyser (Geneart), y el contenido de %GC y la proporción del uso de codones se evalúan por 
referencia a tablas de uso de codones publicadas (por ejemplo, GenBank Release 143, 13 de septiembre de 2004). 
Esta secuencia de ADN optimizada que contiene el marco de lectura abierta (ORF) de LC/A es sintetizada entonces 40
comercialmente (por ejemplo, por Entelechon, Geneart o Sigma-Genosys) y se proporciona en el vector pCR 4.

El método alternativo consiste en usar amplificación de PCR a partir de una secuencia de ADN existente con las 
secuencias de enzimas de restricción BamHI y SalI incorporadas en los cebadores de PCR 5’ y 3’ respectivamente. 
Los cebadores de oligonucleótidos complementarios son sintetizados químicamente por un proveedor (por ejemplo, 
MWG o Sigma-Genosys), de manera que cada par tiene la capacidad de hibridarse con las cadenas opuestas45
(extremos 3’ que apuntan cada uno "hacia" el otro) flanqueando la extensión de ADN diana de Clostridium, un 
oligonucleótido para cada una de las dos cadenas de ADN. Para generar un producto de PCR se mezcla el par de
cebadores de oligonucleótidos cortos específicos para la secuencia de ADN de Clostridium con el molde de ADN de 
Clostridium y otros componentes de reacción y se colocó en una máquina (la ’máquina de PCR’) que puede cambiar
la temperatura de incubación del tubo de reacción automáticamente, con un ciclo entre aproximadamente 94°C (para50
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desnaturalización), 55°C (para reasociación de oligonucleótidos), y 72°C (para síntesis). Otros reactivos requeridos
para la amplificación de un producto de PCR incluyen una ADN polimerasa (como Taq o Pfu polimerasa), 
construyendo cada uno de los cuatro bloques dNTP de nucleótido de ADN en cantidades equimolares (50-200 M) y
un tampón apropiado para la enzima optimizada para concentración de Mg2+ (0,5-5 mM).

El producto de amplificación se clona en pCR 4 usando clonación TOPO TA para productos de PCR Taq o clonación 5
Zero Blunt TOPO para productos de PCR Pfu (los dos kits disponibles comercialmente en Invitrogen). El clon 
resultante es comprobado por secuenciación. A continuación se elimina cualquier secuencia de restricción adicional 
que no es compatible con el sistema de clonación usando mutagénesis dirigida al sitio [por ejemplo, usando
Quickchange (Stratagene Inc.)].

Preparación de la inserción de translocación (p. ej., HN)10

El HN/A (SEQ ID2) se crea mediante una de dos formas posibles:

La secuencia de ADN se diseña por traducción inversa de las secuencias de aminoácidos de HN/A [obtenidas de 
fuentes de bases de datos de disposición libre como GenBank (nº de entrada P10845) o Swissprot (lugar de entrada
BXA1_CLOBO)] usando una de entre una variedad de herramientas de programa de traducción inversa [por ejemplo
traducción inversa de E. coli EditSeq best (DNASTAR Inc.), o herramienta Backtranslation v2.0 (Entelechon)]. Una 15
secuencia de restricción de PstI añadida al extremo N y XbaI-codón de detención-HindIII al extremo C asegura que 
el marco de lectura correcto se mantiene. La secuencia de ADN se rastrea (usando un programa como MapDraw, 
DNASTAR Inc.) para secuencias de escisión de enzimas de restricción incorporadas durante la traducción inversa. 
Cualquier secuencia que se encuentre común a las requeridas por el sistema de clonación es eliminada 
manualmente de la secuencia de codificación propuesta que asegura que el uso de codones de E. coli común se 20
mantiene. El uso de codones de E. coli se evalúa por referencia a programas de software como Graphical Codon 
Usage Analyser (Geneart), y el contenido de %GC y la proporción del uso de codones se evalúa por referencia a 
tablas de uso de codones publicadas (por ejemplo, GenBank Release 143, 13 de septiembre de 2004). Esta 
secuencia de ADN optimizada es sintetizada entonces comercialmente (por ejemplo, por Entelechon, Geneart o
Sigma-Genosys) y se proporciona en el vector pCR 4.25

El método alternativo consiste en usar amplificación de PCR de una secuencia de ADN existente con las secuencias 
de enzimas de restricción PstI y XbaI-codón de detención-HindIII incorporadas en los cebadores de PCR 5’ y 3’ 
respectivamente. La amplificación de PCR se realiza como se describe antes. El producto de PCR se inserta en el 
vector pCR 4 y se verifica por secuenciación. A continuación se elimina cualquier secuencia de restricción adicional 
que no es compatible con el sistema de clonación usando mutagénesis dirigida al sitio [por ejemplo usando30
Quickchange (Stratagene Inc.)].

Ejemplo 2 - Preparación de una proteína de fusión de LC/A-nociceptina-HN/A (la nociceptina está en el extremo N de
la cadena HN)

Preparación de la inserción grupo enlazador-nociceptina-separador

El grupo enlazador de LC-HN puede diseñarse desde el principio, usando la información de secuencias existente35
para el grupo enlazador como molde. Por ejemplo, el grupo enlazador del serotipo A (en este caso definido como
región polipeptídica interdominio que existe entre las cisteínas del puente de disulfuro entre LC y HN) tiene una 
longitud de 23 aminoácidos y tiene la secuencia VRGIITSKTKSLDKGYNKALNDL. Dentro de esta secuencia, se 
entiende que la activación proteolítica en la naturaleza conduce a un dominio HN que tiene un extremo N de la 
secuencia ALNDL. Esta información de secuencia está disponible libremente en fuentes de bases de datos 40
disponibles como GenBank (nº de entrada P10845) o Swissprot (lugar de entrada BXA1_CLOBO). En este grupo 
enlazador se incorpora un sitio de Factor Xa, nociceptina y separador; y usando una de entre una variedad de
herramientas de programa de traducción inversa [por ejemplo traducción inversa de E. coli EditSeq best (DNASTAR 
Inc.), o herramienta Backtranslation v2.0 (Entelechon)], se determina la secuencia de ADN que codifica la región
grupo enlazador-ligando-separador. A continuación se incorporan los sitios de restricción en la secuencia de ADN y45
puede disponerse como BamHI-SalI-grupo enlazador-sitio de proteasa-nociceptina-NheI-separador-Spel-PstI-XbaI-
codón de detención-HindIII (SEQ ID7). Es importante asegurar que el marco de lectura correcto se mantiene para el
separador, la nociceptina y las secuencias de restricción y que la secuencia XbaI no está precedida por las bases, 
TC, lo que daría como resultado la metilación DAM. La secuencia de ADN se rastrea en busca de incorporación de 
secuencias de restricción, y cualquier secuencia adicional se elimina manualmente de la secuencia restante que 50
asegura que el uso de codones de E. coli común se mantiene. El uso de codones de E. coli se evalúa por referencia
a programas de software como Graphical Codon Usage Analyser (Geneart), y el contenido de %GC y la proporción 
del uso de codones se evalúan por referencia a tablas de uso de codones publicadas (por ejemplo, GenBank 
Release 143, 13 de septiembre de 2004). Esta secuencia de ADN optimizada es sintetizada entonces 
comercialmente (por ejemplo, por Entelechon, Geneart o Sigma-Genosys) y se proporciona en el vector pCR 4.55

Preparación de fusión de LC/A-nociceptina-HN/A

Con el fin de crear la construcción LC-grupo enlazador-nociceptina-separador-HN (SEQ ID13), el vector pCR 4 que 
codifica el grupo enlazador (SEQ ID7) se escinde con enzimas de restricción BamHI + SalI. Este vector escindido 
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sirve a continuación como el vector receptor para inserción y ligación de ADN LC/A (SEQ ID1) escindido con BamHI 
+ SalI. A continuación se escinde el ADN del plásmido resultante con enzimas de restricción PstI + Xbal y sirve como 
el vector receptor para la inserción y ligación del ADN de HN/A (SEQ ID2) escindido con PstI + Xbal. La construcción
final contiene el ORF de LC-grupo enlazador-nociceptina-separador-HN (SEQ ID13) para transferencia en vectores 
de expresión para que la expresión dé como resultado una proteína de fusión de la secuencia ilustrada en SEQ 5
ID14.

Ejemplo 3 - Preparación de una proteína de fusión de nociceptina-LC/A-HN/A (la nociceptina está en el extremo N de 
LC-cadena)

La estructura principal de LC/A-HN/A se construye como se describe en el Ejemplo 2 usando el grupo enlazador de 
serotipo A sintetizado con la adición de un sitio del Factor Xa para la activación, dispuesto como BamHI-SalI-grupo 10
enlazador-sitio de proteasa-grupo enlazador-PstI-XbaI-codón de detención-HindIII (SEQ ID8). La estructura principal 
de LC/A-HN/A y la inserción de nociceptina de presentación en el extremo N sintetizada (SEQ ID9) se escinden con
enzimas de restricción BamHI + HindIII, se purifican con gel y se ligan entre sí para crear una nociceptina-separador-
LC-grupo enlazador-HN. A continuación se corta el ORF (SEQ ID15) usando enzimas de restricción Aval + XbaI para 
su transferencia en vectores de expresión para que la expresión dé como resultado una proteína de fusión de la 15
secuencia ilustrada en SEQ ID16.

Ejemplo 4 - Preparación de una proteína de fusión de LC/C-nociceptina-HN/C

Siguiendo los métodos usados en los Ejemplos 1 y 2, LC/C (SEQ ID5)y HN/C (SEQ ID6) se crean y se insertan en el 
grupo enlazador del serotipo C dispuesto como BamHI-SalI-grupo enlazador-sitio de proteasa-nociceptina-NheI-
separador-SpeI-PstI-XbaI-codón de detención-HindIII (SEQ ID10). La construcción final contiene el ORF de LC-20
grupo enlazador-nociceptina-separador-HN (SEQ ID17) para la expresión como una proteína de la secuencia 
ilustrada en SEQ ID18.

Ejemplo 5 - Preparación de una proteína de fusión de LC/C-nociceptina-HN/C con una secuencia de activación de
serotipo A

Siguiendo los métodos usados en los Ejemplos 1 y 2, LC/C (SEQ ID5)y HN/C (SEQ ID6) se crean y se insertan en el 25
grupo enlazador de serotipo A dispuesto como BamHI-SalI-grupo enlazador-sitio de proteasa-nociceptina-NheI-
separador-SpeI-PstI-XbaI-codón de detención-HindIII (SEQ ID7). La construcción final contiene el ORF de LC-grupo 
enlazador-nociceptina-separador-HN (SEQ ID19) para la expresión como una proteína de la secuencia ilustrada en
SEQ ID20.

Ejemplo 6 - Preparación de una proteína de fusión de LC/A-met encefalina-HN/A30

Debido al pequeño tamaño, de cinco aminoácidos, del ligando de met-encefalina LC/A-met encefalina-HN/A fusión se 
crea por mutagénesis dirigida al sitio [por ejemplo usando Quickchange (Stratagene Inc.)] usando la fusión de LC/A-
nociceptina-HN/A (SEQ ID13) como molde. Se diseñan oligonucleótidos que codifican el péptido YGGFM met-
encefalina, que asegura que el uso estándar de codones de E. coli se mantiene y no se incorporan sitios de 
restricción adicionales, flanqueados por secuencias complementarias a la región del grupo enlazador de la fusión de 35
LC/A-nociceptina-HN/A (SEQ ID13) a cualquier lado de la sección de nociceptina. El producto de SDM se verifica por
secuenciación y la construcción final que contiene el ORF de LC-grupo enlazador-met encefalina-separador-HN

(SEQ ID21) para la expresión como una proteína de la secuencia ilustrada en SEQ ID22.

Ejemplo 7 - Preparación de una proteína de fusión de LC/A-endorfina-HN/A

Siguiendo los métodos usados en los Ejemplos 1 y 2, LC/A (SEQ ID1) y HN/A (SEQ ID2) se crean y se insertan en el 40
grupo enlazador de endorfina del serotipo A dispuesto como BamHI-SalI-grupo enlazador-sitio de proteasa-
endorfina-NheI-separador-SpeI-PstI-XbaI-codón de detención-HindIII (SEQ ID11). La construcción final contiene el 
ORF de LC-grupo enlazador-endorfina-separador-HN (SEQ ID23) para la expresión como una proteína de la 
secuencia ilustrada en SEQ ID24.

Ejemplo 8 - Preparación de una proteína de fusión de LC/A-variante de nociceptina-HN/A45

Siguiendo los métodos usados en los Ejemplos 1 y 2, LC/A (SEQ ID1) y HN/A (SEQ ID2) se crean y se insertan en el 
grupo enlazador de variante de nociceptina del serotipo A dispuesto como BamHI-SalI-grupo enlazador-sitio de 
proteasa-variante de nociceptina-NheI-separador-SpeI-PstI-XbaI-codón de detención-HindIII (SEQ ID12). La 
construcción final contiene el ORF de LC-grupo enlazador-variante de nociceptina-separador-HN (SEQ ID25) para la 
expresión como una proteína de la secuencia ilustrada en SEQ ID26.50

Ejemplo 9 - Método de purificación para la proteína de fusión de LC/A-nociceptina-HN/A

Tubo Defrost falcon que contiene 25 ml de HEPES 50 mM pH 7,2, NaCl 200 mM y aproximadamente 10 g de pasta 
de células BL21 de E. coli. Se lleva la pasta celular descongelada hasta 80 ml con HEPES 50 mM pH 7,2, NaCl 200 
mM y se somete a sonicación en hielo 30 segundos sí, 30 segundos no durante 10 ciclos a una potencia de 22 
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micrómetros que asegura que la muestra se mantiene fría. Se centrifugan las células lisadas a 18 000 rpm y 4°C 
durante 30 minutos. Se carga el sobrenadante en una carga de NiSO4 0,1 M Columna de quelación (es suficiente 
una columna de 20-30 ml) equilibrada con HEPES 50 mM pH 7,2, NaCl 200 mM. Usando un gradiente escalonado
de imidazol 10 y 40 mM, se lava la proteína ligada inespecífica y se eluye la proteína de fusión con imidazol 100 mM. 
Se dializa la proteína de fusión eluida frente a 5 L de HEPES 50 mM pH 7,2, NaCl 200 mM a 4°C durante toda la 5
noche y se mide la DO de la proteína de fusión dializada. Se añade 1 unidad de factor Xa por 100 g de proteína de 
fusión se incuba a 25°C en estático durante toda la noche. Se carga en una carga de NiSO4 0,1 M. Columna de 
quelación (es suficiente una columna de 20-30 ml) equilibrada con HEPES 50 mM pH 7,2, NaCl 200 mM. Se lava la 
columna a la línea de referencia con HEPES 50 mM pH 7,2, NaCl 200 mM. Usando un gradiente escalonado de
imidazol 10 y 40 mM, se lava la proteína ligada inespecífica y se eluye la proteína de fusión con imidazol 100 mM. 10
Se dializa la proteína de fusión eluida frente a 5 L de HEPES 50 mM pH 7,2, NaCl 200 mM a 4°C durante toda la 
noche y se concentra la fusión a aproximadamente 2 mg/ml, se divide la muestra en partes alícuotas y se congela a -
20°C. Se somete a ensayo la proteína purificada usando DO, BCA, análisis de pureza y evaluaciones SNAP-25.

Ejemplo 10 - Confirmación de actividad agonista de RG por medida de la liberación de sustancia P a partir de 
cultivos neuronales celulares15

Materiales

El valor EIA de la sustancia P se obtiene de R&D Systems, RU.

Métodos

Los cultivos neuronales primarios de GRDe se establecen como se describe anteriormente (Duggan et al., 2002). La 
liberación de sustancia P desde los cultivos se evalúa por EIA, esencialmente como se describe anteriormente20
(Duggan et al., 2002). El RG de interés se añade a los cultivos neuronales (establecidos durante al menos 2 
semanas antes del tratamiento); los cultivos de control se realizan en paralelo por adición de vehículo en lugar de
RG. La liberación estimulada (KCI 100 mM) y basal, junto con contenido de lisado celular total, de sustancia P se 
obtienen para los cultivos de control y tratados con RG. La inmunorreactividad de la sustancia P se mide usando Kits 
de Inmunoensayo de Enzimas de la Sustancia P (Cayman Chemical Company, USA o R&D Systems, RU) según las 25
instrucciones del fabricante.

La cantidad de Sustancia P liberada por las células neuronales en presencia del RG de interés se compara con la
liberación obtenida en presencia y ausencia de KCI 100 mM. La estimulación de liberación de Sustancia P por el RG 
de interés por encima de la liberación basal establece que el RG de interés es un "ligando de agonista" como se 
define en la presente memoria descriptiva. Si se desea la estimulación de la liberación de Sustancia P por el RG de 30
interés puede compararse con la curva de liberación de Sustancia P estándar producida usando ligando del receptor 
de ORL-1 natural, la nociceptina (Tocris).

Ejemplo 11 - Confirmación de activación de receptor ORL1 mediante medida de la producción de cAMP estimulada 
por forskolina

La confirmación de que un RG dado está actuando por medio del receptor ORL1 se proporciona mediante el ensayo35
siguiente, en la que se evalúa la capacidad de RG para inhibir la producción de cAMP estimulada por forskolina.

Materiales

[3H]adenina y [14C]cAMP se obtienen de GE Healthcare

Métodos

El ensayo se realiza esencialmente como han descrito anteriormente Meunier et al. [Isolation and structure of the 40
endogenous agonist of opioid receptor-like receptor ORL1. Nature 377: 532-535, 1995] en células de CHO 
transfectadas intactas sembradas en placas de plástico de 24 pocillos.

Se añade a las células [3H]adenina (1,0 uni) en 0,4 ml de medio de cultivo. Las células se mantienen a 37°C durante
2 h para permitir que la adenina se incorpore en la reserva de ATP intracelular. Después de 2 h, las células se lavan 
una vez con tampón de incubación que contiene: NaCl 130 mM, KCI 4,8 mM, KH2PO4 1,2 mM, CaCl2 1,3 mM, 45
MgSO4 1,2 mM, glucosa 10 mM, 1 mg/ml de suero de albúmina bovino y HEPES 25 M pH 7,4, y se sustituyen por
tampón que contiene forskolina (10 mM) e isobutilmetilxantina (50 mM) con o sin el RG de interés. Después de 10 
min, se aspira el medio y se sustituye por 0,5 ml de HCl 0,2 M. Aproximadamente 1.000 cpm de [14C]cAMP se añade 
a cada pocillo y se usa como un patrón interno. A continuación se transfiere el contenido de los pocillos a columnas 
de 0,65 g de polvo de alúmina seco. Las columnas se eluyen con 4 ml de HCl 5 mM, 0,5 ml de acetato de amonio 50
0,1 M, después dos mililitros adicionales de acetato de amonio. El eluato final se recoge en viales de centelleo y se 
cuentan los valores de 14C y tritio. Se corrigen las cantidades recogidas para recuperación de [14C]cAMP. Los RG 
que son agonistas en el receptor ORL1 provocan una reducción en el nivel de cAMP producido en respuesta a 
forskolina.
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Ejemplo 12 - Confirmación de la activación del receptor ORL1 usando un ensayo funcional de unión a GTPS

La confirmación que un RG dado actúa por medio del receptor ORL1 se proporciona también mediante el ensayo
siguiente, un ensayo funcional de unión a GTPS.

Materiales

[35S]GTPS se obtiene de GE Healthcare5

Las perlas recubiertas por aglutinina de germen de trigo (SPA) se obtienen de GE Healthcare

Métodos

Este ensayo se realiza esencialmente como se describe en Traynor y Nahorski [Modulation by m-opioid agonists of
guanosine-5-O-(3-[35S]thio)triphosphate binding to membranes from human neuroblastoma SH-SY5Y cells. Mol. 
Pharmacol. 47: 848-854, 1995].10

Se raspan las células de las placas de cultivo de tejidos en HEPES 20 mM, ácido etilendiaminotetraacético 1 nM, y 
después se centrifuga a 500 x g durante 10 min. Las células se vuelven a suspender en este tampón y se 
homogeneiza con un homogeneizador Polytron.

Se centrifuga el producto de homogeneización a 27.000 x g durante 15 min, y se vuelve a suspender el sedimento 
en tampón A, que contiene: HEPES 20 mM, MgCl2 10 mM, NaCl 100 mM, pH 7,4. Se vuelve a centrifugar la 15
suspensión a 20,000 x g y se suspende una vez más en tampón A. Para el ensayo de unión, se incuban membranas 
(8-15 g de proteína) con [35S]GTP S (50 pM), GDP (10 M), con y sin el RG de interés, en un volumen total de 1,0
ml, durante 60 min a 25°C. Las muestras se filtran en filtros de fibra de vidrio y se cuentan como se describe para los 
ensayos de unión.

Ejemplo 13 - Preparación de una proteína de fusión de LC/A-nociceptina-HN/A (la nociceptina está en el extremo N 20
de la cadena HN)

La inserción del grupo enlazador-nociceptina-separador se prepara como se describe en el Ejemplo 2.

Preparación de fusión de LC/A-nociceptina-HN/A

Con el fin de crear la construcción LC-grupo enlazador-nociceptina-separador-HN (SEQ ID13), el vector pCR 4 que 
codifica el grupo enlazador (SEQ ID7) se escinde con las enzimas de restricción BamHI + SalI. Este vector escindido 25
sirve a continuación como receptor de inserción y ligación de ADN de LC/A (SEQ ID1) también escindido con BamHI 
+ SalI. El ADN del plásmido resultante se escinde a continuación con enzimas de restricción BamHI + HindIII y el 
fragmento de LC/grupo enlazador A insertado en el vector escindido de forma similar que contiene un único sitio de 
clonación múltiple para BamHI, SalI, PsfI e HindIII como el vector pMAL (NEB). A continuación se escinde el ADN de 
HN/A (SEQ ID2) con enzimas de restricción PstI + HindIII y se inserta en la construcción escindida de forma similar30
pMALLC/grupo enlazador A. La construcción final contiene el ORF de LC-grupo enlazador-nociceptina-separador-HN

(SEQ ID13) para la expresión como una proteína de la secuencia ilustrada en SEQ ID14.

Ejemplo 14 - Preparación de una proteína de fusión de nociceptina-LC/A-HN/A (nociceptina está en el extremo N de 
la cadena LC)

Con el fin de crear la construcción nociceptina-separador-LC/A-HN/A, un grupo enlazador de serotipo A con la 35
adición de un sitio de Factor Xa para su activación, dispuesto como BamHI-SalI-grupo enlazador-sitio de proteasa-
grupo enlazador-PstI-XbaI-codón de detención-HindIII (SEQ ID8) se sintetiza como se describe en el Ejemplo 13. El 
vector pCR 4 que codifica el grupo enlazador se escinde con enzimas de restricción BamHI + SalI. Este vector 
escindido sirve entonces como receptor para inserción y ligación de ADN de LC/A (SEQ ID1) también escindido con
BamHI + SalI. El ADN de plásmido resultante se escinde a continuación con enzimas de restricción BamHI + HindIII 40
y el fragmento de LC/grupo enlazador A insertado en un vector escindido de forma similar que contiene la inserción 
de nociceptina de presentación en el extremo N sintetizada (SEQ ID9). Esta construcción se escinde a continuación 
con Aval + HindIII y se inserta en un vector de expresión como el plásmido pMAL (NEB). El ADN de HN/A (SEQ ID2) 
se escinde a continuación con enzimas de restricción PstI + HindIII y se inserta en la construcción escindida de 
forma similar como pMAL-nociceptina-LC/grupo enlazador A. La construcción final contiene el ORF de nociceptina-45
separador-LC/A-HN/A (SEQ ID51) para la expresión como una proteína de la secuencia ilustrada en SEQ ID52.

Ejemplo 15 - Preparación y purificación de una proteína de fusión de la familia LC/A-nociceptina-HN/A con longitud 
de separador variable

Usando la misma estrategia que se emplea en el Ejemplo 2, se preparó un intervalo de grupos enlazadores de ADN 
que codificaban nociceptina y contenido de separación variable. Usando una de entre una variedad de herramientas 50
de programa de traducción inversa [por ejemplo traducción inversa de E. coli EditSeq best (DNASTAR Inc.), o
herramienta Backtranslation v2.0 (Entelechon)], se determina la secuencia de ADN que codifica la región de grupo 
enlazador-ligando-separador.
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A continuación se incorporan los sitios de restricción en la secuencia de ADN y pueden disponerse como BamHI-
SalI-grupo enlazador-sitio de proteasa -nociceptina-NheI-separador-SpeI-PstI-XbaI-codón de detención-HindIII (SEQ 
ID53 a SEQ ID57). Es importante asegurar que el marco de lectura correcto se mantiene para el separador, la 
nociceptina y las secuencias de restricción y que la secuencia de XbaI no está antecedida por las bases, RG que
daría como resultado la metilación DAM. La secuencia de ADN se rastrea en cuanto a la incorporación de 5
secuencias de restricción y se elimina cualquier secuencia adicional manualmente de la secuencia restante que 
asegura que el uso de codones de E. coli comunes se mantiene. El uso de codones de E. coli se evalúa por 
referencia a programas de software como Graphical Codon Usage Analyser (Geneart), y el contenido de %GC y la 
proporción del uso de codones se evalúan por referencia a tablas de uso de codones publicadas (por ejemplo, 
GenBank Release 143, 13 de septiembre de 2004). Esta secuencia de ADN optimizada es sintetizada entonces 10
comercialmente (por ejemplo, por Entelechon, Geneart o Sigma-Genosys) y se proporciona en el vector pCR 4.

Los separadores que se crearon incluían:

Tabla 1

Código Secuencia de proteínas del grupo enlazador SEQ ID del ADN del grupo enlazador

GS10 ALAGGGGSALVLQ 53

GS15 ALAGGGGSGGGGSALVLQ 54

GS25 ALAGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSALVLQ 55

GS30 ALAGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSALVLQ 56

HX27 ALAAEAAAKEAAAKEAAAKAGGGGSALVLQ 57

A modo de ejemplo, con el fin de crear la construcción de fusión de LC/A-CPN(GS15)-HN/A (SEQ ID58), el vector 15
pCR 4 que codifica el grupo enlazador (SEQ ID54) se escinde con enzimas de restricción BamHI + SalI. Este vector 
escindido actúa a continuación como vector receptor para inserción y ligación de ADN de LC/A (SEQ ID1) también
escindido con BamHI + SalI. El ADN de plásmido resultante se escinde a continuación con enzimas de restricción 
BamHI + HindIII y el fragmento LC/grupo enlazador A insertado en un vector escindido de forma similar que contiene 
un único sitio de clonación múltiple para BamHI, SalI, PstI e HindIII como el vector pMAL (NEB). El ADN de HN/A 20
(SEQ ID2) se escinde a continuación con enzimas de restricción PstI + HindIII y se inserta en la construcción de 
pMAL-LC/grupo enlazador A escindida de forma similar. La construcción final contiene el ORF de LC/A-CPN(GS15)-
HN/A (SEQ ID58) para la expresión como una proteína de la secuencia ilustrada en SEQ ID59.

Como ejemplo adicional, para crear la construcción de fusión de LC/A-CPN(GS25)-HN/A (SEQ ID60), el vector pCR 
4 que codifica el grupo enlazador (SEQ ID55) se escinde con enzimas de restricción BamHI + SalI. Este vector 25
escindido sirve a continuación como vector receptor para la inserción y ligación de ADN de LC/A (SEQ ID1) 
escindido con BamHI + SalI. El ADN de plásmido resultante se escinde a continuación con enzimas de restricción 
BamHI + HindIII y el fragmento LC/grupo enlazador A insertado en un vector escindido de forma similar que contiene 
un único sitio de clonación múltiple para BamHI, SalI, PstI e HindIII como el vector pMAL (NEB). El ADN de HN/A 
(SEQ ID2) se escinde a continuación con enzimas de restricción PstI + HindIII y se inserta en la construcción pMAL-30
LC/grupo enlazador A escindida de forma similar. La construcción final contiene el ORF de LC/A-CPN(GS25)-HN/A 
(SEQ ID60) para la expresión como una proteína de la secuencia ilustrada en SEQ ID61.

Las variantes de la fusión de LC/A-CPN-HN/A que consiste en GS10, GS30 y HX27 se crean de forma similar. 
Usando la metodología de purificación descrita en el Ejemplo 9, la proteína de fusión se purifica a partir de pasta 
celular de E. coli. La figura 9 ilustra el producto purificado obtenido en el caso de LC/A-CPN(GS10)-HN/A, LC/A-35
CPN(GS15)-HN/A. LC/A-CPN(GS25)-HN/A, LC/ACPN(GS30)-HN/A y LC/A-CPN(HX27)-HN/A.

Ejemplo 16 - Evaluación de la eficacia in vitro de una fusión de LC/A-nociceptina-HN/A

La proteína de fusión se preparó según los Ejemplos 2 y 9 se evaluó en el modelo de GRDe de células neuronales.

Los ensayos para la inhibición de la liberación de sustancia P y la escisión de SNAP-25 se ha comunicado 
anteriormente (Duggan et al., 2002, J. Biol. Chem., 277, 34846-34852). Brevemente, se recogen ganglios de las 40
raíces dorsales neuronas de ratas Sprague-Dawley fetales de 15 días y células disociadas sembradas en placas de 
24 pocillos recubiertas con Matrigel a una densidad de 1 x 106 células/pocillo. Un día después de la siembra se 
tratan las células con citosina -D-arabinofuranósido 10 M durante 48 h. Las células se mantienen en medio 
esencial mínimo de Dulbecco suplementado con suero bovino fetal inactivado por calor al 5%, L-glutamina 5 mM, D-
glucosa al 0,6%, suplemento B27 al 2% y 100 ng/ml de factor de crecimiento nervioso de factor murino 2.5S. Los 45
cultivos se mantienen durante 2 semanas a 37°C en aire al 95%/CO2 al 5% antes de la adición de materiales de 
ensayo.
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La liberación de Sustancia P a partir de GRDe se evalúa por ensayo inmunoadsorbente ligado a enzimas. 
Brevemente, las células GRDe se lavan dos veces con solución salina equilibrada baja en potasio (BSS: KCl 5 mM, 
NaCl 137 mM, MgCl2 1,2 mM, glucosa 5 mM, KH2PO4 0,44 mM, HEPES 20 mM, pH 7,4, CaCl2 2 mM). Las muestras 
basales se obtienen incubando cada pocillo durante 5 min con 1 ml de BSS baja en potasio. Después de la 
eliminación de este tampón, se estimula a las células para que liberen por incubación 1 ml de tampón rico en potasio 5
(BSS como antes con modificación para incluir KCI 100 mM equilibrado isotónicamente con NaCl) durante 5 min. Se 
retiran todas las muestras en tubos en hielo antes del ensayo de sustancia P. Se preparan lisados celulares totales
por adición de 250 l de ácido acético 2 M/ácido trifluoroacético al 0,1% para lisar las células, evaporación centrífuga
y resuspensión en 500 l de tampón de ensayo. Se evalúan el contenido de sustancia P en las muestras diluidas. Se 
mide la inmunorreactividad de sustancia P usando Kits de Inmunoensayo Enzimático de Sustancia P (Cayman 10
Chemical Company o R&D Systems) según las instrucciones del fabricante. La sustancia P se expresa en pg/ml con 
respecto a la curva estándar de sustancia P realizada en paralelo.

Se realizó SDS-PAGE y análisis de transferencia Western usando protocolos estándar (Novex). Se resolvieron las 
proteínas SNAP-25 en un gel de Tris/glicina poliacrilamida 12% (Novex) y posteriormente se transfirió a membrana 
de nitrocelulosa. Se sondearon las membranas con un anticuerpo monoclonal (SMI-81) que reconoce SNAP-2515
escindido e intacto. La unión específica se visualizó usando anticuerpos secundarios conjugados con peroxidasa y
un sistema de detección quimioluminiscente. La escisión de SNAP-25 se cuantificó mediante densitometría de 
barrido (Molecular Dynamics Personal SI, programa de análisis de datos ImageQuant). El porcentaje de escisión de 
SNAP-25 se calculó según la fórmula: (SNAP-25 escindido/(SNAP-25 escindido+intacto))x100.

Después de la exposición de las neuronas GRDe a una fusión de LC/A-nociceptina-HN/A (denominada CPN-A), se 20
observa la inhibición de la liberación de sustancia P y la escisión de SNAP-25 (Figura 10). Después de 24 h de 
exposición a la fusión, se consigue el 50% de la escisión máxima de SNAP-25 por una concentración de fusión de
6,3 ± 2,5 nM.

El efecto de la fusión se evalúa también en puntos temporales definidos después de una exposición de 16 h de
GRDe a CPN-A. La Figura 11 ilustra la duración de acción prolongada de la proteína de fusión CPN-A, 25
observándose todavía actividad mensurable 28 días después de la exposición.

Ejemplo 17 - Evaluación de la eficacia in vitro de una fusión de LC/A-variante de nociceptina HN/A

La proteína de fusión preparada según los Ejemplos 8 y 9 se evaluó en el modo de células neuronales GRDe
usando el método descrito en el Ejemplo 16.

Después de la exposición de neuronas GRDe a una fusión de LC/A-variante de nociceptina-HN/A (denominada 30
CPNv-A), se observa la inhibición de la liberación de sustancia P y la escisión de SNAP-25. Después de 24 h de 
exposición a la fusión, se consigue el 50% de escisión máxima de SNAP-25 por una concentración de fusión de 1,4
± 0,4 nM (Figura 12).

El efecto de la fusión se evalúa también en puntos temporales definidos después de 16 h de exposición de GRDe a
CPN-A. La Figura 13 ilustra la duración de acción prolongada de la proteína de fusión de CPN-A, observándose 35
todavía actividad mensurable 24 días después de la exposición.

También se evalúa la capacidad de unión de la proteína de fusión de CPNv-A en comparación con la fusión de CPN-
A. La Figura 14 ilustra los resultados de un experimento de competencia para determinar la eficacia de unión en el 
receptor ORL-1. Se demuestra que CPNv-A desplaza la [3H]-nociceptina, lo que confirma que el acceso al receptor 
es posible con el ligando en el formato de presentación central.40

Ejemplo 18 - Preparación de una proteína de fusión de LC/A-variante de nociceptina-HN/A que se activa por
tratamiento con Enterocinasa

Siguiendo los métodos usados en los Ejemplos 1 y 2, LC/A (SEQ ID1) y HN/A (SEQ ID2) se crean y se insertan en el 
grupo enlazador de variante de nociceptina de serotipo A dispuesto como BamHI-Sall-grupo enlazador-enterocinasa
sitio de proteasa-variante de nociceptina-Nhel-separador-Spel-Pstl-Xbal-codón de detención-HindIII (SEQ ID62). La 45
construcción final contiene las secuencias de ORF de LC-grupo enlazador-variante de nociceptina-separador-HN

(SEQ ID63) para la expresión como una proteína de la secuencia ilustrada en SEQ ID64. La proteína de fusión se 
denomina CPNv(Ek)-A. La Figura 15 ilustra la purificación de CPNv(Ek)-A a partir de E. coli siguiendo los métodos 
usados en el Ejemplo 9 pero usando Enterocinasa para la activación a 0,00064 g por 100 g de proteína de fusión.

Ejemplo 19 - Evaluación de la eficacia in vitro de una fusión de LC/A-variante de nociceptina-HN/A que ha sido 50
activada por tratamiento con enterocinasa

La CPNv(Ek)-A preparada en el Ejemplo 18 se obtiene en una forma purificada y se aplica al modelo celular GRDe
para evaluar la escisión de SNAP-25 (usando la metodología del Ejemplo 16). La Figura 16 ilustra la escisión de
SNAP-25 después de la exposición durante 24 h de GRDe a CPNv(Ek)-A. Se observa que la eficacia de la escisión 
es similar a la conseguida con el material escindido por Factor Xa, según se registra en el Ejemplo 17.55
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Ejemplo 20 - Preparación de una proteína de fusión de LC/C-variante de nociceptina-HN/C con un grupo enlazador 
de activación de Factor Xa obtenido del serotipo A

Siguiendo los métodos usados en el Ejemplo 4, LC/C (SEQ ID5) y HN/C (SEQ ID6) se crean y se insertan en el 
grupo enlazador de variante de nociceptina de serotipo A dispuesto como BamHI-SalI-grupo enlazador-variante de 
nociceptina-Nhel-separador-Spel-Pstl-XbaI-codón de detención-HindIII (SEQ ID65). La construcción final contiene 5
las secuencias de ORF de LC-grupo enlazador-variante de nociceptina-separador-HN (SEQ ID66) para la expresión 
como una proteína de la secuencia ilustrada en SEQ ID67. La proteína de fusión se denomina CPNv-C (acc. A). La 
Figura 17 ilustra la purificación de CPNv-C (acc. A) a partir de E. coli siguiendo los métodos usados en el Ejemplo 9.

Ejemplo 21 - Evaluación de la eficacia in vitro de una proteína de fusión de LC/C-variante de nociceptina-HN/C

Siguiendo los métodos usados en el Ejemplo 9, la CPNv-C (acc. A) preparada en el Ejemplo 20 se obtiene en una 10
forma purificada y se aplica al modelo celular GRDe para evaluar la escisión de SNAP-25 (usando la metodología 
del Ejemplo 16). Después de una exposición durante 24 h a la fusión, se obtiene un 50% de escisión de sintaxina
máxima mediante una concentración de fusión de 3,1 ± 2,0 nM. La Figura 18 ilustra la escisión de sintaxina después 
de la exposición durante 24 h de GRDe a CPNv-C (acc. A).

Ejemplo 22 - Evaluación de la eficacia in vivo de una fusión de LC/A-nociceptina-HN/A15

Se evalúa la capacidad de una fusión de LC/A-nociceptina-HN/A (CPN/A) para inhibir una alodinia mecánica aguda 
inducida por la capsaicina después de inyección intraplantar subcutánea en la pata trasera de una rata. En los 
animales de ensayo se evalúa la frecuencia de retirada de la pata (%FRP) en respuesta a una serie de estímulos de 
filamento de Von Frey de 10 g (10 estímulos x 3 ensayos) antes de la inclusión en el estudio, después de tratamiento
subcutáneo con CPN/A pero antes de capsaicina, y tras provocación con capsaicina después de inyección de20
CPN/A (media de respuestas a 15’ y 30’). La provocación con capsaicina se consigue por inyección de 10 L de una 
solución al 0,3%. Se preparan diluciones de muestra en BSA/suero salino al 0,5%. La Figura 19 ilustra la reversión
de la alodinia mecánica que se consigue por pre-tratamiento de los animales con un intervalo de concentraciones de
fusión de LC/A-nociceptina-HN/A.

Se evalúa la capacidad de una fusión de LC/A-nociceptina-HN/A (CPN/A) para inhibir la alodinia mecánica (táctil) 25
inducida por estreptozotocina (STZ) en ratas. La alodinia mecánica inducida por STZ en ratas se consigue por
inyección de estreptozotocina (i.p. o i.v.) que produce la destrucción de las células  pancreáticas lo que conduce a 
la pérdida de producción de insulina, con estrés metabólico concomitante (hiperglucemia e hiperlipidemia). De este 
modo, la STZ induce diabetes tipo I. Además, el tratamiento con STZ conduce al desarrollo progresivo de
neuropatía, que sirve como modelo de dolor crónico con hiperalgesia y alodinia que puede reflejar signos 30
observados en personas diabéticas (neuropatía diabética periférica).

Se tratan ratas Sprague-Dawley macho (250-300 g) con 65 mg/kg de STZ en tampón de citrato (I.V.) y se mide la 
glucosa y los lípidos en sangre semanalmente para definir el buen funcionamiento del modelo. Se mide el umbral de 
retirada de la pata (URP) en respuesta a una serie de estímulos de filamento de Von Frey durante un periodo de 
tiempo. Se dice que se establece la alodinia cuando el URP en dos fechas de ensayo consecutivas (separadas por 1 35
semana) mide menos de 6 g en la escala. En este punto, se aleatoriza a las ratas en un grupo de suero salino 
(control de eficacia negativo), un grupo de gabapentina (control de eficacia positivo) o un grupo de ensayo (CPN/A). 
Se inyectan materiales de ensayo (20-25 l) por vía subcutánea como una única inyección (excepto gabapentina) y
se mide el URP 1 día después del tratamiento y después periódicamente durante un periodo de 2 semanas. 
Diariamente se inyecta gabapentina (30 mg/kg i.p. @ 3 ml/kg de volumen de inyección), 2 horas antes del inicio del 40
ensayo de URP. La Figura 20 ilustra la reversión de la alodinia conseguida por pre-tratamiento de los animales con
750 ng de CPN/A. Los datos se obtuvieron durante un periodo de 2 semanas después de una única inyección de
CPN/A

Ejemplo 23 - Evaluación de la eficacia in vivo de una fusión de LC/A-variante de nociceptina-HN/A

Se evalúa la capacidad de una fusión de LC/A-variante de nociceptina-HN/A (CPNv/A) para inhibir la alodinia 45
mecánica inducida por capsaicina después de inyección intraplantar subcutánea en la pata trasera de una rata. En 
los animales de ensayo se evalúa la frecuencia de retirada de la pata (%FRP) en respuesta a una serie de estímulos 
de filamento de Von Frey de 10 g (10 estímulos x 3 ensayos) antes de la inclusión en el estudio (Pretratamiento); 
después de tratamiento intraplantar subcutáneo con CPNv/A pero antes de capsaicina (Pre-CAP); y posteriormente 
a la inyección de provocación de capsaicina de CPNv/A (media de respuestas a 15’ y 30’; CAP). La provocación con 50
capsaicina se consigue por inyección de 10 L de una solución al 0,3%. Se preparan diluciones de muestra en
BSA/suero salino al 0,5%.

La Figura 21 ilustra la reversión de alodinia que se consigue por pre-tratamiento de los animales con un intervalo de
concentraciones de fusión de LC/A-variante de nociceptina-HN/A en comparación con la reversión conseguida con la 
adición de fusión de LC/A-nociceptina-HN/A. Estos datos se expresan como un diferencial de frecuencia de retirada 55
de la pata normalizado, en el que la diferencia entre la respuesta máxima (post-capsaicina) y la respuesta de base 
(pre-capsaicina) se expresa en forma de porcentaje. Con este análisis, puede verse que CPNv/A es más potente 
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que CPN/A dado que se requiere una dosis menor de CPNv/A para alcanzar un efecto analgésico similar al 
observado con CPN/A.

Ejemplo 24 - Preparación de una proteína de fusión de LC/A-leu encefalina-HN/A

Debido al pequeño tamaño de cinco aminoácidos del ligando de leu-encefalina la fusión de LC/A-leu encefalina-HN/A 
se crea por mutagénesis dirigida al sitio [por ejemplo usando Quickchange (Stratagene Inc.)] usando la fusión de 5
LC/A-nociceptina-HN/A (SEQ ID13) como molde. Se diseñan oligonucleótidos que codifican el péptido de leu-
encefalina YGGFL, que asegura que el uso estándar de codones de E. coli se mantiene y no se incorporan sitios de 
restricción adicionales, flanqueados por secuencias complementarias a la región del grupo enlazador de fusión de 
LC/A-nociceptina-HN/A (SEQ ID13) a los dos lados de la sección de nociceptina. El producto SDM se verifica por
secuenciación y la construcción final que contiene el ORF de LC-grupo enlazador-leu encefalina-separador-HN (SEQ 10
ID68) para la expresión como una proteína de la secuencia ilustrada en SEQ ID69. La proteína de fusión se 
denomina CPLEA. La Figura 22 ilustra la purificación de CPLE-A a partir de E. coli siguiendo los métodos usados en 
el Ejemplo 9.

Ejemplo 25 - Expresión y purificación de una proteína de fusión de LC/A-beta-endorfina-HN/A

Siguiendo los métodos usados en el Ejemplo 9, y con la proteína de fusión de LC/A-beta-endorfina-HN/A 15
(denominada CPBE-A) creada en el Ejemplo 7, la CPBE-A se purifica a partir de E. coli. La Figura 23 ilustra la 
proteína purificada analizada por SDS-PAGE.

Ejemplo 26 - Preparación de una proteína de fusión de LC/A-mutante de nociceptina-HN/A

Debido a la modificación de un único aminoácido necesaria para mutar la secuencia de nociceptina en la posición 1 
de una Phe a una Tyr, se crea la fusión de LC/A-mutante de nociceptina-HN/A por mutagénesis dirigida al sitio [por 20
ejemplo usando Quickchange (Stratagene Inc.)] usando la fusión de LC/A-nociceptina-HN/A (SEQ ID13) como molde. 
Los oligonucleótidos se diseñan codificando tirosina en la posición 1 de la secuencia de nociceptina, que asegura 
que el uso estándar de codones de E. coli se mantiene y no se incorporan sitios de restricción adicionales, 
flanqueados por secuencias complementarias a la región del grupo enlazador de la fusión de LC/A-nociceptina-HN/A 
(SEQ ID13) a los dos lados de la sección de nociceptina. El producto SDM se verifica por secuenciación y la 25
construcción final que contiene el ORF de la fusión de LC/A-mutante de nociceptina-separador-HN/A (SEQ ID70) 
para la expresión como una proteína de la secuencia ilustrada en SEQ ID71. La proteína de fusión se denomina 
CPOP-A. La Figura 24 ilustra la purificación de CPOP-A a partir de E. coli siguiendo los métodos usados en el 
Ejemplo 9.

Ejemplo 27 - Preparación y evaluación de una proteína de fusión de LC/A-variante de mutante de nociceptina-HN/A30

Debido a la modificación de un único aminoácido necesaria para mutar la secuencia de nociceptina en la posición 1 
de una Phe a una Tyr, se crea la fusión de LC/A-variante de mutante de nociceptina-HN/A por mutagénesis dirigida al 
sitio [por ejemplo usando Quickchange (Stratagene Inc.)] usando la fusión de LC/A-variante de nociceptina-HN/A 
(SEQ ID25) como molde. Los oligonucleótidos se diseñan codificando tirosina en la posición 1 de la secuencia de 
nociceptina, que asegura que el uso estándar de codones de E. coli se mantiene y no se incorporan sitios de 35
restricción adicionales, flanqueados por secuencias complementarias a la región del grupo enlazador de la fusión de 
LC/A-variante de nociceptina-HN/A (SEQ ID25) a los dos lados de la sección de nociceptina. El producto SDM se 
verifica por secuenciación y la construcción final que contiene el ORF de la fusión de LC/A-mutante de nociceptina-
separador-HN/A (SEQ ID72) para la expresión como una proteína de la secuencia ilustrada en SEQ ID73. La
proteína de fusión se denomina CPOPv-A. La Figura 25 ilustra la purificación de CPOPv-A a partir de E. coli 40
siguiendo los métodos usados en el Ejemplo 9.

Usando la metodología descrita en el Ejemplo 16, se evalúa la capacidad de CPOPv-A de escindir SNAP-25 en el 
modelo celular GRDe. La Figura 26 ilustra que CPOPv-A es capaz de escindir SNAP-25 en el modelo GRDe, para 
conseguir la escisión del 50% de SNAP-25 máxima después de la exposición de las células a fusión 
aproximadamente 5,9 nM durante 24 h.45

Ejemplo 28 - Preparación de una proteasa de la proteína de fusión de IgA-variante de nociceptina-HN/A

La proteasa de las secuencias de aminoácidos de IgA se obtuvo de fuentes de bases de datos de disposición libre
como GenBank (nº de entrada P09790). La información relativa a la estructura de la proteasa de N. gonorrhoeae del 
gen IgA está disponible en la bibliografía (Pohlner et al., Gene structure and extracellular secretion of Neisseria 
gonorrhoeae Ig protease, Nature, 1987, 325(6103), 458-62). Usando la herramienta Backtranslation v2.050
(Entelechon), se determinó la secuencia de ADN que codifica la proteasa de IgA modificada para expresión de E. 
coli. Se incorporó una secuencia de reconocimiento de A BamHI en el extremo 5’ y se incorporó un codón que 
codifica un aminoácido cisteína y la secuencia de reconocimiento SalI en el extremo 3’ del ADN de IgA. La 
secuencia de ADN se rastreó usando MapDraw, (DNASTAR Inc.) para secuencias de escisión de enzimas de 
restricción incorporadas durante la traducción inversa. Cualquier secuencia de escisión que se encuentre y se 55
considere común a las requeridas para clonación se eliminó manualmente de la secuencia de codificación propuesta
que asegura que el uso de codones de E. coli común se mantiene. El uso de codones de E. coli se mediante evaluó 
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Graphical Codon Usage Analyser (Geneart), y el contenido de %GC y la proporción del uso de codones se evaluó 
con referencia a tablas de uso de codones publicadas. Esta secuencia de ADN optimizada (SEQ ID74) que contiene 
marco de lectura abierta (ORF) de IgA se sintetiza así comercialmente.

La IgA (SEQ ID74) se inserta en el ORF de LC-grupo enlazador-variante de nociceptina-separador-HN (SEQ ID25) 
usando enzimas de restricción BamHI y SalI para sustituir la LC por el ADN de la proteasa de IgA. La construcción5
final contiene el ORF de IgA-grupo enlazador A-variante de nociceptina-separador-HN (SEQ ID75) para la expresión 
como una proteína de la secuencia ilustrada en SEQ ID76.

Ejemplo 29 - Preparación y evaluación de una proteína de fusión de endopeptidasa dirigida a nociceptina con una 
marca de purificación de histidina extraíble.

Se preparó ADN que codifica una marca His extraíble de Factor Xa (his6), aunque está claro que son posibles 10
también sitios de proteasas alternativos como Enterocinasa y marcas de purificación alternativas como marcas de
histidina más largas. Usando una de entre una variedad de herramientas de programa de traducción inversa [por 
ejemplo traducción inversa de E. coli EditSeq best (DNASTAR Inc.), o herramienta Backtranslation v2.0
(Entelechon)], se determina la secuencia de ADN que codifica la región de marca His extraíble de Factor Xa. A 
continuación se incorporan sitios de restricción en la secuencia de ADN y pueden disponerse como Nhel-grupo 15
enlazador-SpeI-PstI-HN/A-XbaI-LEIEGRSGHHHHHH-codón de detención-HindIII (SEQ ID77). En la secuencia de 
ADN se rastrean secuencias de restricción incorporadas y se elimina cualquier secuencia adicional manualmente del 
resto de la secuencia para asegurar que se mantiene el uso de codones de E. coli común. El uso de codones de E. 
coli se evalúa por referencia a programas de software como Graphical Codon Usage Analyser (Geneart), y el 
contenido de %GC y la proporción del uso de codones se evalúan por referencia a tablas de uso de codones 20
publicadas (por ejemplo, GenBank versión 143, 13 de septiembre de 2004). Esta secuencia de ADN optimizada es 
sintetizada entonces comercialmente (por ejemplo, por Entelechon, Geneart o Sigma-Genosys) y se proporciona en
el vector pCR 4. Con el fin de crear CPNv-A-FXa-HT (SEQ ID78, construcción de marca His extraíble) el vector pCR 
4 que codifica la marca extraíble His se escinde con NheI y HindIII. A continuación se inserta el fragmento Nhel-
HindIII en el vector LC/A-CPNv-HN/A (SEQ ID25) que también se ha escindido mediante NheI y HindIII. La 25
construcción final contiene las secuencias de ORF de LC/grupo enlazador A-variante de nociceptina-separador-HN-
FXa-marca His-HIndIII (SEQ ID78) para la expresión como una proteína de la secuencia ilustrada en SEQ ID79. La 
Figura 27 ilustra la purificación de CPNv-A-FXa-HT a partir de E. coli siguiendo los métodos usados en el Ejemplo 9.

Ejemplo 30 - Preparación de una proteína de fusión de endopeptidasa dirigida a leu-encefalina que contiene un 
dominio de translocación derivado de toxina diftérica30

La secuencia de ADN se diseña por traducción inversa de la secuencia de aminoácidos del dominio de translocación 
de la toxina diftérica (obtenida de fuentes de bases de datos de disposición libre como GenBank (nº de entrada
1XDTT) usando una de entre una variedad de herramientas de programa de traducción inversa [por ejemplo, 
traducción inversa de E. coli EditSeq best (DNASTAR Inc.), o herramienta Backtranslation v2.0 (Entelechon)]. A 
continuación se incorporan los sitios de restricción en la secuencia de ADN y pueden disponerse como NheI-grupo 35
enlazador-SpeI-PstI-dominio de translocación de difteria-XbaI-codón de detención-HindIII (SEQ ID80). Las 
secuencias de reconocimiento PstI/XbaI se incorporan en los extremos 5’ y 3’ del dominio de translocación 
respectivamente de la secuencia que mantiene el marco de lectura correcto. En la secuencia de ADN se rastrean
(usando un programa como MapDraw, DNASTAR Inc.) secuencias de escisión de enzimas de restricción
incorporadas durante la traducción inversa. Cualquier secuencia de escisión que se encuentre común a las 40
requeridas por el sistema de clonación se elimina manualmente de la secuencia de codificación propuesta que 
asegura que el uso de codones de E. coli común se mantiene. El uso de codones de E. coli se evalúa por referencia
a programas de software como Graphical Codon Usage Analyser (Geneart), y el contenido de %GC y la proporción 
del uso de codones se evalúa por referencia a tablas de uso de codones publicadas (por ejemplo, GenBank Release 
143, 13 de septiembre de 2004). Esta secuencia de ADN optimizada que contiene el dominio de translocación de 45
difteria es sintetizada entonces comercialmente como NheI-grupo enlazador-SpeI-PstI-dominio de translocación de 
difteria-XbaI-codón de detención-HindIII (por ejemplo, por Entelechon, Geneart o Sigma-Genosys) y se proporciona 
en el vector pCR 4 (Invitrogen). El vector pCR 4 que codifica el dominio de translocación de difteria se escinde con
NheI y XbaI. A continuación el fragmento NheI-XbaI se inserta en el vector LC/A-CPLE-HN/A (SEQ ID68) que
también se ha escindido mediante NheI y XbaI. La construcción final contiene las secuencias de ORF de LC/A-leu-50
encefalina-separador-dominio de translocación de difteria (SEQ ID81) para la expresión como una proteína de la 
secuencia ilustrada en SEQ ID82.

Ejemplo 31 - Preparación de una proteína de fusión de endopeptidasa dirigida a variante de nociceptina que 
contiene un dominio LC derivado de toxina tetánica.

La secuencia de ADN se diseña por traducción inversa de las secuencias de aminoácidos LC de toxina tetánica55
(obtenidas de fuentes de bases de datos de disposición libre como GenBank (nº de entrada X04436) usando una de 
entre una variedad de herramientas de programa de traducción inversa [por ejemplo traducción inversa de E. coli 
EditSeq (DNASTAR Inc.), o herramienta Backtranslation v2.0 (Entelechon)]. Las secuencias de reconocimiento 
BamHI/SalI se incorporan en los extremos 5’ y 3’ respectivamente de la secuencia que mantiene el marco de lectura 
correcto (SEQ ID83). En la secuencia de ADN se rastrean (usando un programa como MapDraw, DNASTAR Inc.) 60
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secuencias de escisión de enzimas de restricción incorporadas durante la traducción inversa. Cualquier secuencia 
de escisión que se encuentre común a las requeridas por el sistema de clonación se elimina manualmente de la 
secuencia de codificación propuesta que asegura que el uso de codones de E. coli común se mantiene. El uso de 
codones de E. coli se evalúa por referencia a programas de software como Graphical Codon Usage Analyser 
(Geneart), y el contenido de %GC y la proporción del uso de codones se evalúan por referencia a tablas de uso de 5
codones publicadas (por ejemplo, GenBank Release 143, 13 de septiembre de 2004). Esta secuencia de ADN 
optimizada que contiene el marco de lectura abierta (ORF) de LC de la toxina tetánica es sintetizada entonces 
comercialmente (por ejemplo, por Entelechon, Geneart o Sigma-Genosys) y se proporciona en el vector pCR 4
(Invitrogen). El vector pCR 4 que codifica la LC TeNT se escinde con BamHI y SalI. A continuación se inserta el 
fragmento BamHI-SalI en el vector LC/A-CPNv-HN/A (SEQ ID25) que también se ha escindido mediante BamHI y10
SalI. La construcción final contiene las secuencias de ORF de TeNT LC-grupo enlazador-variante de nociceptina-
separador-HN (SEQ ID84) para la expresión como una proteína de la secuencia ilustrada en SEQ ID85.

Ejemplo 32 - Preparación de una proteína de fusión de LC/C-variante de nociceptina-HN/C con un grupo enlazador 
de serotipo C nativo que es susceptible de escisión por Factor Xa

Siguiendo los métodos usados en el Ejemplo 4, LC/C (SEQ ID5) y HN/C (SEQ ID6) se crean y se insertan en el 15
grupo de enlazador de la variante de nociceptina de serotipo C dispuesto como BamHI-SalI-grupo enlazador-
variante de nociceptina-NheI-separador-SpeI-PstI-XbaI-codón de detención-HindIII (SEQ ID86). La construcción final 
contiene las secuencias de ORF de LC-grupo enlazador-variante de nociceptina-separador-HN (SEQ ID87) para la 
expresión como una proteína de la secuencia ilustrada en SEQ ID88. La proteína de fusión se denomina CPNv-C 
(acc. C).20
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Listado de secuencias

<110> Syntaxin Limited
Allergan, Inc.
Chaddock, John5
Foster, Keith
Marks, Philip
Stancombe, Patrick
Aoki, K Roger
Francis, Joseph10
Steward, Lance

<120> Tratamiento del dolor

<130> P29323GB/MRM15

<160> 88

<170> PatentIn versión 3.3
20

<210> 1
<211> 1302
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

25
<220>
<223> Sintético

<400> 1
30
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<210> 2
<211> 1257
<212> ADN5
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REIVINDICACIONES
1. Una proteína de fusión polipeptídica para su uso en la prevención o supresión de un estado doloroso 
específico en un individuo, en donde dicho estado doloroso se selecciona del grupo que consiste en: dolor 
neuropático, dolor inflamatorio, cefalalgia, dolor somático, dolor visceral y dolor referido, y en donde dicha proteína
de fusión polipeptídica comprende:5

a. una proteasa no citotóxica, o un fragmento de la misma, proteasa o fragmento de proteasa que es capaz de dividir 
una proteína del aparato de fusión exocitósico de un aferente sensorial nociceptivo; en donde la proteasa no 
citotóxica comprende una cadena L de neurotoxina clostridial o una proteasa de IgA;

b. un resto de guiado que es capaz de unirse a un sitio de unión en el aferente sensorial nociceptivo, sitio de unión
que es capaz de experimentar endocitosis para incorporarse en un endosoma en el aferente sensorial nociceptivo en 10
donde el resto de guiado se selecciona del grupo que consiste en: un opioide, nociceptina; -endorfina, endomorfina-
1, endomorfina-2, dinorfina, metencefalina, leu-encefalina, galanina y péptido PAR-2;

c. un sitio de escisión de la proteasa en el que la proteína de fusión puede ser escindida por una proteasa, en donde
el sitio de escisión de la proteasa está situado entre la proteasa no citotóxica o fragmento de la misma y el resto de 
guiado; y15

d. un dominio de translocación peptídico que es capaz de translocar la proteasa o fragmento de proteasa desde el 
interior de un endosoma, a través de la membrana endosómica y al citosol del aferente sensorial nociceptivo;

en donde el resto de guiado está situado entre el sitio de escisión de la proteasa y el dominio de translocación, y en 
donde el resto de guiado y el sitio de escisión de la proteasa están separados por cero residuos de aminoácidos.

2. Una proteína de fusión polipeptídica para su uso según la reivindicación 1, en donde el dominio de 20
translocación comprende una cadena H de neurotoxina clostridial o un fragmento de la misma.

3. Una proteína de fusión polipeptídica para su uso según cualquier reivindicación precedente, en donde
el resto de guiado se une a un receptor ORL1.

4. Una proteína de fusión polipeptídica para su uso según cualquier reivindicación precedente, en donde
el resto de guiado tiene al menos el 80% de homología con una secuencias de aminoácidos seleccionada del grupo 25
que consiste en: SEQ ID No. 38 o un fragmento de la misma; SEQ ID No. 40 o un fragmento de la misma; SEQ ID 
No. 42 o un fragmento de la misma; SEQ ID No. 44 o un fragmento de la misma; SEQ ID No. 46 o un fragmento de 
la misma; SEQ ID No. 48 o un fragmento de la misma o SEQ ID No. 50 o un fragmento de la misma.

5. Una proteína de fusión polipeptídica para su uso según cualquier reivindicación precedente, en donde
la proteína de fusión polipeptídica comprende una secuencia polipeptídica según una SEQ ID NO seleccionada del 30
grupo que consiste en las SEQ ID NO: 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 52, 59, 61, 64, 67, 69, 71, 73, 
76, 79, 82, 85 u 88.

6. Una proteína de fusión polipeptídica para su uso según cualquier reivindicación precedente, en donde
la proteína de fusión polipeptídica está en la forma de un polipéptido bicatenario en donde:

a. la primera cadena comprende la proteasa no citotóxica, o un fragmento constitutivo de la misma;35

b. la segunda cadena comprende el RG y los componentes de translocación; y

las cadenas primera y segunda están ligadas entre sí por enlaces disulfuro.

7. Una proteína de fusión polipeptídica para su uso según cualquier reivindicación precedente, en donde
el dolor neuropático se selecciona del grupo que consiste en: neuralgia; desaferenciación; un síndrome de dolor 
regional complejo; y neuropatía.40

8. Una proteína de fusión polipeptídica para su uso según cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en 
donde el dolor inflamatorio se selecciona de un dolor asociado con un estado inflamatorio seleccionado del grupo 
que consiste en: trastorno artrítico; enfermedad autoinmunitaria; trastorno de los tejidos conjuntivos; lesión; 
infección; neuritis; o inflamación articular.

9. Una proteína de fusión polipeptídica para su uso según cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en 45
donde la cefalalgia se selecciona del grupo que consiste en: cefalea muscular/miogénica; cefalea vascular; cefalea 
por alta presión arterial; cefalea de tracción e inflamatoria; cefalea hormonal; cefalea de rebote; cefalea por sinusitis 
crónica; cefalea orgánica; o cefalea ictal.

10. Una proteína de fusión polipeptídica para su uso según cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en 
donde el dolor somático se selecciona del grupo que consiste en: tensión muscular excesiva; trastorno por 50
movimientos repetitivos; trastorno muscular; mialgia; infección; o fármacos.
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11. Una proteína de fusión polipeptídica para su uso según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en 
donde el dolor visceral se selecciona del grupo que consiste en: dolor visceral funcional; inflamación gastrointestinal 
crónica; dolor autoinmunitario; dolor visceral orgánico; o dolor visceral inducido por el tratamiento.

12. Una proteína de fusión polipeptídica para su uso según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en 
donde el dolor referido se selecciona del grupo que consiste en dolor asociado con: hernia de disco intervertebral; o5
isquemia miocárdica.
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