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DESCRIPCION
Variante de la anexina V y preparacion y uso de la misma
Campo de la invencion

La invencion pertenece al campo de la ingenieria genética y la biotecnologia, se refiere a una variante de la anexina
V, a la preparaciéon de la variante de la anexina V y al uso de la misma en la deteccién o monitorizaciéon de la
apoptosis.

Antecedentes de la invencion

La anexina V pertenece a la familia de las anexinas, que es un grupo de proteinas que estan altamente conservadas
en la evolucién, y tiene la propiedad de unirse al Ca2+ y a ésteres fosfato. Estructuralmente son homélogas y se
consideran elementos unidos a la membrana regulados por Ca2+. La misma funcién de la familia de anexinas es, en
presencia de Ca2+, alta afinidad por moléculas de éster fosfato &cidas. La familia de anexinas se encuentra en
eucariotas superiores e inferiores. Los miembros de las anexinas existen en muchos tipos variados de células y sus
efectos bioquimicos estan estrechamente relacionados con propiedades inmunoldgicas, tales como una funcion en
la anticoagulacién, y el proceso antiinflamatorio, especialmente en los procesos de replicacion, diferenciacion y
exocitosis celular (lwasaki A, Suda M, Nakao H, et al, Biochem., 1987, 10: 1261; Pollard H B, Haigler H T, Biol
Chem, 1990, 265: 21207). La funcion biologica de los miembros de la familia también necesita estudios adicionales.
Aunque todavia no se entiende muy bien la funcion in vivo de los miembros, generalmente se piensa que la actividad
de unién de la anexina con el fosfato es la base de la actividad de la familia de las anexinas in vitro y se refiere a sus
propiedades fisiologicas.

En la actualidad, las principales aplicaciones de la anexina V son la deteccion de la apoptosis. La apoptosis, que
también se denomina muerte celular programada (MCP), es una parte importante del ciclo vital de la célula y es un
proceso de muerte celular regulado por genes diferente del proceso de necrosis y muerte accidental. La apoptosis
celular es una forma importante de ajustar y mantener el equilibrio relativo del organismo y también esta
estrechamente relacionada con diversas patologias. En el proceso de desarrollo de tumores y lesion de isquemia
cerebral y miocardica por reperfusion y radioterapia y quimioterapia y el rechazo a trasplante de 6rganos se pueden
encontrar cambios en la apoptosis celular. La apoptosis celular es un proceso de muerte celular programada en el
que las células participan activamente e implica una serie de cambios en las moléculas bioldgicas y la morfologia
celular; en el que, cuando se produce apoptosis, la fosfatidilserina (PS) se da la vuelta y se expone al exterior de la
membrana celular (Fadok VA, Voelker DR, Campbell PA, Cohen JJ, Bratton DL, Henson PM. J Immunol, 1992,
148(7): 2207-2216). Es un acontecimiento temprano en la apoptosis que se produce antes de los cambios
morfolégicos de las células apoptéticas (Narula J, Strauss HW, 2003, J Nucl Med, 44(3):397-399) y es también el
acontecimiento inicial de la reaccién en cascada de la apoptosis. Como signo de la reorganizacion de las células
apoptoticas por los fagocitos, conduce ademas a la contraccién del citoplasma, a la concentracién de la cromatina y
a la degradacion del ADN nuclear, etc. Por lo tanto, la PS dada la vuelta es el objetivo de deteccion en primera fila
de aplicacion mas estudiado, mas prometedora y mas factible para la apoptosis, que puede detectar tempranamente
la apoptosis con mucha precision, (Bold RJ, Termuhlen PM, McConkey DJ, Surg Oncol, 1997, 6(3):133-142). Tanto
aqui como en el extranjero es rutinario el uso de farmacos en combinacion con la deteccion especifica de PS de la
apoptosis.

Debido a su afinidad especifica por la PS (Meers P, Mealy T. Biochemistry, 1993, 32(43): 11711-11721), la anexina
V se une especificamente a la superficie de la célula que esta en el proceso apoptoético, de modo que la anexina V
puede usarse para la deteccion de células apoptéticas después de marcar con proteina fluorescente o material
radioactivo. Este método es ampliamente utilizado en la investigacion de la biologia y la inmunologia celular y
molecular (Koopman G, Reutelingsperger C, Kuijten GA, et al. Blood, 1994, 84(5):1415-1420; Vermes |, Haanen C,
Stevens-Nakken H, et al. J Immunol Methods, 1995, 184(1): 39-510; Zhang G, Gurtu V, Kain SR, et al.
Biotechniques, 1997, 23(3): 525-531; Vriens PW, Blankenberg FG, Stoot JH, et al. J Thorac Cardiovasc Surg, 1998,
116(5): 844-853; Boldt A, Barten MJ, Weiss C, et al. Cytometry A, 2006, 69(3): 158-160). La anexina V marcada con
fluoresceina (tal como FITC, PE, etc.) o biotina se utiliz6 como sonda para comprobar el fenémeno de la apoptosis
mediante citometria de flujo o microscopia de fluorescencia y es un método de deteccién en laboratorio sensible,
eficiente y maduro. Sin embargo, los especimenes clinicos, ademéds de la sangre, deben detectarse mediante
biopsia de tejido con traumatismo, y durante la realizacién, se produce facilmente apoptosis y afecta a los resultados
del analisis. Por tanto, la deteccion in vivo de apoptosis tiene que explorar nuevos métodos. Por ejemplo, la
obtencion de imagenes de la apoptosis in vivo con anexina V marcada con radionuclidos consigue obtencion de
imagenes de la apoptosis celular de forma no invasiva in vivo para monitorizar la apoptosis in vivo en tiempo real.
Este tipo de obtencion de imagenes de apoptosis ha realizado grandes progresos en el campo de la monitorizacion
de la apoptosis celular in vivo. En la actualidad, las aplicaciones de la anexina V recombinante marcada con material
radiactivo en la evaluacion de la lesién isquémica, la respuesta de rechazo a aloinjertos y la evaluacién del
tratamiento de tumores con farmacos quimioterapéuticos todavia estan en fase de experimentacién clinica
(Watanabe H, Murata Y, Miura M, et al. Nucl Med Commun, 2006, 27(1): 81-89; Blankenberg FG, Kalinyak J, Liu L,
et al. Eur J Nucl Med Mol Imaging, 2006, 14: 1-9).
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Aunque el marcaje de proteinas o pollpeptldos con yodo radiactivo (* 1) es sencillo, juicioso y puede conservar su
actividad bioldgica, el sumlnlstro de & y 2 para la obtencién de imagenes in vivo es dificil. EI mas conocido es la
anexina V marcada con ®"Tc. La ventaja del 9™T¢ es su semivida de 6 horas, de modo que se puede obtener una
imagen temprana, ademas, la dosis para el paciente es menor y se puede obtener facilmente de un generador de
Mo/Tc. No obstante, el marcaje de la anexina V directamente con 9mTe es dificil y la velocidad de marcaje es baja, y
durante el proceso de marcaje se producira algo de desnaturalizacion de proteinas, lo que afecta a la distribucién de
la radiactividad en el cuerpo que se esta generando (Takel T, Kuge Y, Zhao S, et al. J Nucl Med, 2004, 45(12): 2083-
2087). Por tanto el marcaje de la anexina V con *™Tc se basa en el principio de marcaje indirecto. Los agentes
quelantes bifuncionales de uso habitual incluyen N-1-imino-4-mercaptobutil(Imino) (Kemerink GJ, Liem IH, Hofstra L,
et al. J Nucl Med, 2001, 42(2): 382-387), etilendiaminacisteina (EC) (Yang DJ, Azhdarinia A, Wu P, et al. Cancer
Biother Radiopharm, 2001, 16(1):73-83), dinitruro de disulfuro (N2S2, también conocido como BTAP) (Kemerink GJ,
Boersma HH, Thimister PW, et al. Eur J Nucl Med, 2001, 28(9):1373-1378) etc., y el mas habitual es
hidrazinonicotinil (HYNIC), que se ha analizado clinicamente (Penn DL, Kim C, Zhang K, et al. Nucl Med Biol, 37(1):
29-34; Rottey S, Slegers G, Van Belle S, et al. J Nucl Med, 2006, 47(11): 1813-1818; Kartachova M, Haas RL, Olmos
RA, et al. Radiother Oncol, 2004, 72(3): 333-339; Kemerink GJ, Liu X, Kieffer D, et al. J Nucl Med, 2003, 44(6): 947-
952). Los comportamientos bioldgicos in vivo de los productos marcados preparados mediante diferentes agentes
quelantes bifuncionales difieren considerablemente. Los productos marcados con **™Tc preparados con imino tienen
una mayor ingesta en el hlgado el rifidn y el bazo, y tienen una semivida biolégica relativamente larga in vivo; los
productos marcados con **"Tc preparados con N2S2(BTAP) tlenen una mayor ingesta en el higado, el rifidn, el bazo
y la parte inferior del abdomen; los productos marcados con ¥"Tc preparados con HYNIC se metabolizan a través
del rifidn en lugar del tracto intestinal, por lo que tienen una mayor ingesta en el rifidon y el higado, y tienen una
semivida biolégica relativamente larga in vivo (Boersma HH, Kietselaer BL, Stolk LM, et al. J Nucl Med, 2005, 46(12):
2035-2050). Ademas, el método de marcaje indirecto es complejo, se tiene que purificar el producto y no se puede
formar facilmente un kit, por lo que su uso clinico esta sujeto a ciertas restricciones.

En estudios recientes se ha revelado que durante la expresion recomblnante genética de la anexina V, tras la
modificacion estructural, es muy rentable marcar directamente con *™Tc, por ejemplo, Zhang Lina et al. afiadieron
10 histidinas en el extremo N de la proteina anexina V (Zhang LN, Yang X, Hua ZC, Preparative Biochemistry and
Biotechnology, 2000, 30(4): 305-312). Se obtiene una buena expresion de la proteina anexina V en la que se han
anadido 10 histidinas y tiene una actividad elevada para la deteccion de la apoptosis in vivo e in vitro (Zhang LN,
Yang X, Hua ZC, Preparative Biochemistry and Biotechnology, 2000, 30(4): 305-312; Ye F, Fang W, Wang F, et al.
Nuclear Medicine and Biology, doi: 10.1016 /j.nuc- medbio.2010.11.002; Zheng Yumin, Wang Zizheng, Yan Jue, et
al. Journal of Chinese Nuclear Medicine, 2008, 28(6): 378-382; Song Liping, Hua Zichun, Zhang Xin, et al. Journal of
China Clinic Medical Imaging, 2010, 21(1): 53-55; Song Liping, Hua Zichun, Zhang Xin, et al. Journal of China clinic
medical imaging, 2010, 21 (5): 358-360). Tait JF, et al. ahadieron 7 amino&cidos en el extremo N, incluyendo 1-2
restos de cisteina, para obtener tres mutantes denominados por separado; anexina V-116, anexina V-117 y anexina
V-118 (Tait JF, Brown DS, Gibson DF, et al. Bioconjug Chem, 2000, 11(6): 918-925; Tait JF, Smith C, Gibson DF,
Bioconjug Chem, 2002, 13(5): 1119-1123). Sus actividades de unién a la membrana son consistentes con la anexina
V natural y tienen distribuciones biolégicas similares con la *™Tc-HYNIC-anexina V (Tait JF, Brown DS, patente de
Estados Unidos US7.204.972B2). Las tres variantes de la anexina V pueden expresarse en e citoplasma de E. coliy
se puede aislarse y purificarse con un rendimiento de 10 mg/I (Tait JF, Brown DS, Gibson DF, et al. Bioconjug Chem,
2000, 11(6): 918-925; Tait JF, Smith C, Gibson DF, Bioconjug Chem, 2002, 13(5): 1119-1123; Tait JF, Brown DS,
patente de Estados Unidos US7.204.972B2).

Ademas, el documento WO 98/04294 divulga otros conjugados de anexina marcados radiactivamente.
No obstante, la aplicacion de la anexina V recombinante tiene los siguientes problemas:

1. En la actualidad, la anexina V recombinante marcada con material radiactivo tiene las desventajas de una baja
eficiencia de marcaje. Mientras tanto, debido a la baja tasa de marcaje y la generacién de algunas proteinas
desnaturalizadas que se producen durante el marcaje,se vera afectada la distribucion radiactiva de la anexina V
in vivo. En los ensayos clinicos, también se ha descubierto que la anexina V se distribuye principalmente en el
rinon,el higado y el bazo (Rottey S, Van den Bossche B, Slegers G, Van Belle S, van de Wiele C, Q. J. Nucl.
Med. Mol. Imaging, 2009, 53(2): 127-32).

2. Debido al bajo rendimiento, el método de preparacion de la anexina V recombinante no satisface las
necesidades de aplicacion practica. Debido a que la anexina V recombinante forma habitualmente cuerpos de
inclusién cuando se expresa en E. coli, los investigadores extranjeros estudiaron la anexina V recombinante
expresada por levadura para resolver el problema de la facil formacion de cuerpos de inclusién en E. coli. Incluso
en las Ultimas investigaciones y patentes de la autoridad internacional sobre la anexina V, el profesor
estadounidense Tait JF y su grupo de investigacién, tres tipos de anexina V recombinante variante, en la que
siete aminodacidos se afiaden al extremo N se expresan en E. coli y se purifican, la productividad es de
Unicamente 10 mg/l y las necesidades de la aplicacion practica no se satisfacen con éxito. El proceso de
purificacién incluye ultrasonidos, adsorcion y disociacion de la membrana celular, cromatografia de intercambio
ionico Mono Q (concentracion de elucién: NaCl 0,22 M), ultrafiltracion y didlisis. En estudios preliminares hace 10
anos, el inventor de la presente invencion construyé una anexina V en la que se anadieron 10 histidinas. La
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eficiencia del marcaje aument6 significativamente y el método es simple, pero la productividad final fue de solo
7,4 mg/l (Zhang LN, Yang X, Hua ZC, Preparative Biochemistry and Biotechnology, 2000, 30(4): 305-312). El
nivel de expresién y el rendimiento son similares al rendimiento de las tres variantes recombinantes de la anexina
V del profesor americano Tait JF y su grupo de investigacion, en el que se afiaden siete aminoacidos al extremo
N. Esto indica que existe un grave cuello de botella en la produccién de anexina V recombinante.

Sumario de la invencion

Con el fin de superar el problema de los dos aspectos que existen en la produccién y marcaje de la proteina anexina
V y sus variantes, el propdsito de la presente invencion es proporcionar una variante de la anexina V y su método de
preparacion con un nivel alto y produccién masiva y su aplicaciéon en la preparacion de una sonda de deteccion para
la apoptosis celular in vitro e in vivo.

Con el fin de conseguir el objetivo anterior, la invenciéon proporciona una variante de la anexina V, habiéndose
anadido dicha variante en el extremo C de una anexina V

(i) un resto de cisteina, o

(i) un péptido corto con estructura flexible, en el que el péptido corto tiene hasta 25 restos de aminoacidos, de
los cuales 1-3 son restos de cisteina y los otros restos de aminoacidos, si los hay, son restos de glicina, alanina
y/0 serina.

La invencion proporciona ademas una variante de la anexina V, teniendo dicha variante la secuencia de
aminodcidos de la SEQ ID NO: 1 o un derivado de la misma en la que uno o varios restos de aminodcidos estan
sustituidos, delecionados o afadidos, teniendo dicho derivado la misma actividad que la variante de la anexina V
que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID No:1.

La invencion proporciona ademas un método de preparacién de la variante de la anexina V mencionada
anteriormente, llevado a cabo mediante las siguientes etapas:

a. en base a estructura cristalina de la anexina V, se lleva a cabo el modelado molecular y el disefio de la
secuencia de amino&cidos que se va a anadir al extremo C de la anexina V, con ayuda del disefio molecular
asistido por ordenador;

b. disefar par de cebadores de la secuencia codificadora de la anexina V, realizar la amplificacién por PCR con
el gen de la anexina V humana mantenido en el laboratorio de los inventores como molde;

c. reciclar el producto de la PCR mediante electroforesis, conectarlo a un vector de clonacion y transferirlo a la
célula Top 10 de Escherichia coli competente, y llevar a cabo el cultivo;

d. digerir por separado el producto reciclado de la etapa c y el vector de expresién pET28a mediante las enzimas
de restriccion Nco | y Xho |, y conectar los dos fragmentos génicos obtenidos de este modo mediante la ADN
ligasa de T4 y transferirlos a la célula Top 10 de Escherichia coli competente, realizar el cultivo y cribar y extraer
el plasmido de expresion recombinante;

e. transferir el pldasmido de expresién recombinante extraido a la bacteria huésped de expresién de bacterias de
Escherichia coli, BL21 (DES), cultivar las bacterias para obtener las bacterias liquidas, inducir las bacterias
liquidas con IPTG, recoger las bacterias;

f. cultivar en expansion las la bacterias obtenidas en la etapa e, recoger las bacterias;

g. triturar, lisar, purificar las bacterias, para recolectar la proteina purificada.

En el método de preparacion anterior de la variante de la anexina V, las secuencias de nuclettidos del par de
cebadores son:

el cebador con sentido: 5’- gtt cca tgg gcg cac agg ttc tca gag gca-3’;

el cebador antisentido: 5’-tcc gct cga gtt age agt cat ctt ctc cac aga gca-3'.
En los métodos de preparacion anteriores de la variante de la anexina V, la etapa de purificacién en la etapa g
contiene, sucesivamente, precipitacién, desorcién, precipitacion progresiva en sulfato de amonio, cromatografia en

columna por Super Q - 650M y cromatografia en columna de SP.

El método de preparacion anterior de la variante de la anexina V como sonda de deteccion para la apoptosis celular
se lleva a cabo mediante marcaje quimico fluorescente o marcaje con radionuclidos.
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La aplicacion de la variante mencionada anteriormente de la anexina V como sonda de deteccion para la apoptosis
celular es la aplicacion 55 de la preparacion de un reactivo de monitorizacion de la apoptosis celular.

En la medida definida por las reivindicaciones, el método de preparacién comprende la adicién de un péptido corto
con estructura flexible y hasta 25 restos de aminoacidos de los cuales 1-3 son restos de cisteina y los otros restos
de aminoacidos, si los hay, son glicina, alanina y/o serina al extremo C-terminal de la anexina V mediante el uso de
disefio molecular asistido por ordenador y la construccion de la variante de la anexina V; obtencién del gen de la
variante disefiada de anexina V; construccion de un plasmido recombinante; la expresion de ingenieria genética
recombinante correspondiente; y la etapa de separacion, purificacion, obtencién de la variante de la anexina V. En la
que la productividad de la variante de la anexina V es mucho mayor que la productividad de la anexina V notificada y
sus variantes.

La aplicacién de la variante de la anexina V en la preparacion de una sonda de deteccion para la apoptosis celular in
vitro e in vivo divulgada en la presente invencion se realiza adicionalmente a través de las siguientes soluciones
técnicas: marcar facilmente la variante de la anexina V obtenida con productos quimicos fluorescentes o
radiondclidos, que se utilizara en la preparacién de la sonda de deteccién para la apoptosis in vitro e in vivo.

En el disefio molecular asistido por ordenador de la variante de la anexina V de la invencion, los inventores
determinaron la longitud de los aminoacidos que se van a afadir al extremo C de la anexina V, mediante la
realizacién del modelado molecular y del disefio molecular de aminoacidos que se van a afadir al extremo C de la
anexina V, en base a la estructura cristalina de la anexina V. El objetivo de afiadir restos de cisteina al extremo C de
la anexina V es mejorar la eficacia del marcaje de la anexina V recombinante, utilizando las caracteristicas de que
los restos de cisteina participan facilmente en las reacciones de acoplamiento y tienen afinidad por los iones
metalicos, etc. Los resultados mostraron que en la extension de la longitud peptidica corta de 25 aminoacidos
calculada durante el disefio molecular computarizado, siempre y cuando el péptido corto esté compuesto por restos
de aminoacidos que tienen una mayor flexibilidad tales como glicina, alanina, serina, etc., t en el que el nimero de
cisteina contenido no es mayor de tres, no habra ninguin impacto sobre la estructura de la anexina V. Los resultados
mostraron ademas que dentro de este grupo de péptidos cortos, si la longitud de los péptidos cortos es mayor,| a
alteracién de la estructura de la anexina V es menor. Relativamente, cuando la longitud es menor, puede tener cierto
impacto en la estructura proteica de la anexina V, lo que puede llevar a afectar la funciéon de la anexina V como
sonda de apoptosis para reconocer las células apoptéticas. Aunque la adicion de cisteinas puede ayudar a llevar a
cabo e marcaje con fluoresceina o radionuclidos, los resultados del disefio molecular muestran que el nimero de
cisteinas debe controlarse en el intervalo de 1-3, si no es probable que se produzca la polimerizacion de la proteina.

En base al disefio molecular anterior, los inventores seleccionaron en primer lugar el programa de disefio afiadiendo
solo un resto de cisteina al extremo C de la anexina V, porque la simulacién por ordenador muestra que este
programa tiene el mayor impacto sobre el marcador quimico (con fluoresceina o radiontclido) de la anexina V o
después del marcaje quimico con fluoresceina/radiondclido, tiene la mayor posibilidad de afectar a la estructura de la
anexina V y a la funcion de identificacién de células apoptoticas. En otros programas de disefio, habra una distancia
desde la superficie de la molécula de la anexina V, por lo que la interferencia y la influencia sera mucho menor.

Los inventores también han intentado expresar la variante de la anexina V en la que el extremo C es el péptido corto
que contiene alanina-glicina-glicina-serina-serina-glicina-glicina-cisteina, o 25 restos de aminoacidos que contienen
los 3 restos repetidos de glicina- (alanina-glicina-glicina-serina-serina-glicina-glicina-cisteina)3, y se obtuvieron
resultados similares.

Por lo tanto, confirma la correccion del disefio molecular del ordenador. Por el contrario, el nivel de expresion de la
variante de la anexina V con una sola cisteina afiadida es mayor, los niveles de expresion de otras variantes son
ligeramente inferiores, pero todos superiores a 60 mg/l.

En el método de expresion genética de la variante de la anexina V, las condiciones de reaccion PCR son: pre-
desnaturalizacion a 94 °C durante 5 minutos, después 30 ciclos de amplificacion como desnaturalizacion a 94 °C
durante 30 segundos, hibridacién a 58 °C para 30 segundos, polimerizacién a 72 °C durante 30 segundos,
finalmente polimerizaciéon durante 7 minutos a 72 °C, después conservacion a 4 °C.

Ademas, en el método de expresién de la variante de la anexina V, después de transformar el plasmido de expresion
recombinante en la cepa huésped de E. coli BL21 (DE3), el producto monoclonal se llevé a un cultivo de agitacion
durante una noche a 37 °C, después se inocul6 en solucién de cultivo LB en la relacion en volumen de 1:100 y se
cultivé a 37 °C durante 2 horas hasta que la DO600 fue de aproximadamente 0,6. El inductor IPTG se afade a las
bacterias liquidas hasta que la concentracion final es de 0,5 mM, induciendo la expresion a 37 °C durante 4 horas.
Se recogen las bacterias y se analizan mediante SDS-PAGE al 12 %. El nivel de expresion y la productividad de la
variante de la anexina V en el intervalo de 10-40 °C no cambian significativamente.

Ademas, se obtiene la variante de la anexina V generada por la bacteria en la etapa anterior. Las bacterias se
resuspenden con la proporcion de 5 ml de tampén (NH4Cl 50 mM, pH 9,0) a 1 g de bacterias en humedo. Se afiade
lisozima para tratar las bacterias, se afiade sacarosa hasta que la concentracion es del 60 % después de 1 hora,



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2638919 T3

luego se diluye mediante el tampdn (NH4+Cl 50 mM, CaCl, 20 mM, pH 9,0) con 20 veces el volumen, se centrifuga y
se retira el sobrenadante y se conserva el precipitado. Se resuspende el precipitado con la proporcion de 5 ml de
solucion de desorcién (NH4Cl 50 mM, pH 9,0, EDTA 20 mM) hasta que precipitan 501 g, el sobrenadante se
centrifuga y se adquiere. Se efectla precipitacion progresiva en sulfato de amonio del sobrenadante obtenido
anteriormente, se recogen las partes del 40 % al 70% de la precipitacion. Después de que la precipitacién se
disuelve de nuevo y se dializa, se filtra para eliminar la materia insoluble. Después se realiza cromatografia Super Q-
650M usando el tampdn inicial (NH4Cl 50 mM, pH 9,0) para equilibrar la columna de cromatografia Super Q-650M
(Japan TOSOH Company), se eluye con el tampén de elucion ((NH4Cl 50 mM, se recoge el pico de elucién. Se lleva
a cabo cromatografia SP con el pico de elucion, usando tampén inicial (NH+Cl 20 mM, NaCl 80 mM, CaCl> 15 mM,
pH 9,0) para equilibrar la columna de cromatografia SP, se eluye con tampon de elucion (NH4Cl 20 mM, NaCl 400
mM, pH 9,0), se recoge el pico de elucion. Los métodos de separacién y purificacién anteriores pueden hacer que la
productividad sea de hasta 110 mg/l, con una pureza superior al 97 %.

En el proceso de purificacion, los resultados experimentales muestran que, cuando la purificacion se realiza
mediante cromatografia en columna SP, a diferencia de la anexina V, la combinacién de la variante de la anexina V
con la columna SP es mas fuerte, por lo que no se eluird a menos que la fuerza i6nica sea mayor. Esto ilustra, desde
otra perspectiva, que la capacidad de unién con el ion metélico de la variante de la anexina V es mas fuerte que la
de la anexina V. La combinacién de la variante de la anexina V con mas iones de calcio provoca la combinacién mas
sélida de la variante de la anexina V con columna SP. Esto verifica la eficacia de la variante de la anexina V
disefada por los inventores, desde otra perspectiva.

Ademas, la variante de la anexina V es fluorescente marcada quimicamente o marcada con radiondclidos. La
variante marcada de anexina V puede usarse para monitorizar la apoptosis celular in vitro e in vivo.

Los inventores marcaron la anexina V y la variante de la anexina V por separado mediante fluoresceina FITC, con el
fin de monitorizar la apoptosis celular. Los resultados muestran que tanto la variante de la anexina V-FITC (Figura
3A) como la FITC-anexina V (Figura 3B) pueden identificar las células apoptoéticas y tienen una relaciéon dependiente
de la dosis. Pero en comparacién con la anexina V-FITC, la misma dosis de la variante de la anexina V-FITC tiene
una sefial mas fuerte, lo que indica que la eficacia de la variante de LA anexina V marcada por FITC es mas alta; Y
se genera una senal de fluorescencia més fuerte cuando el nimero de moléculas de la sonda es igual.

Los inventores marcaron la anexina V y la variante de la anexina V con el radionuclido 9Q”‘Tc, respectivamente,
repitiendo el marcaje de cada proteina tres veces. La eficiencia del marcaje de la variante de la anexina V es muy
estable y la eficiencia del marcaje de la anexina V cambia considerablemente, por lo que la variante de la anexina V
es mas facil de marcar. Ademas, después de dejar reposar la *"Tc-anexina V durante 3 horas, la radiactividad
especifica es del 95 %, tras 24 horas, la radiactividad especifica es del 65 %; no obstante, después de dejar reposar
la %™Tc- variante de la anexina V durante 3 horas, la radiactividad especifica es del 98 %, tras 24 horas, la
radiactividad especifica es también superior al 90 %. Por tanto, la variante de la anexina V marcada con radiontclido
tiene una estabilidad mejor. La *™Tc-anexina V y la *™Tc-variante de la anexina V marcadas con radiontclido se
inyectaron en animales. Todos ellos exhibieron la misma distribucion tisular y caracteristicas metabdlicas vy, por lo
tanto, todos ellos pueden usarse para la monitorizacion mediante obtencion de imagenes in vivo.

Los efectos beneficiosos de la presente invencién son: (1) En comparacion con el método tradicional de adicion de la
secuencia de aminodacidos en el extremo N de la anexina V, la eficacia del marcaje puede mejorarse en gran medida
sin afectar la actividad de su funcién biolégica. Mientras tanto, usando la etapa de precipitacién y desorcién
avanzadas, precipitacion progresiva en sulfato de amonio, cromatografia Super Q-650M y cromatografia SP para
realizar la separacién y purificacién de proteinas, el rendimiento de la proteina se incrementa considerablemente a
mas de 10 veces del rendimiento de los métodos tradicionales. (2) La proteina de la variante de la anexina V tiene
una pureza elevada, alta productividad, alta eficiencia de marcaje y estabilidad, y sin afectar a la funcién biolégica de
la variante de la anexina V, es aplicable a la produccion industrial y sienta las bases para un estudio mas profundo
de la variante de la anexina V y las aplicaciones como reactivos de monitorizacion para la apoptosis celular,
monitorizacién de farmacos para enfermedades, etc.

Descripcion de los dibujos

Figura 1, Andlisis SDS-PAGE de las bacterias recombinantes en las que se expresa la variante de la anexina V
de la realizacion de la presente invencion.

1: las proteinas bacterianas totales después de la expresion inducida; 2: sobrenadante de expresion después
de la lisis de bacterias; 3: precipitacion de expresion después de la lisis de bacterias.

Figura 2, Analisis SDS-PAGE del proceso de separacion y purificacién de la variante de la anexina V de la
realizacién de la presente invencion.

1: patrones del peso molecular (de arriba a abajo son: 116,0, 66,2, 45,0, 35,0, 25,0, 18,4, 14,4 kDa ); 2:
productos de desorcién; 3,4: productos de precipitacion progresiva en sulfato de amonio; 5: muestras
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purificadas de cromatografia Super Q - 650M; 6: el flujo de la columna de cromatografia Super Q - 650M; 7:
picos de elucién de la cromatografia Super Q - 650M; 8: muestras purificadas mediante cromatografia SP; 9:
el flujo de la columna de cromatografia de SP; 10: picos de elucidn de la cromatografia de SP.

Figura 3, comparacion de la actividad biologica de la variante recombinante de anexina V de la realizacion de la
presente invencién y la anexina V recombinante para detectar la apoptosis celular.

3A: concentraciones diferentes (verde: 0,36 nM; rosa: 0,12 nM; azul: 0,036 nM) de la variante recombinante
de anexina V para detectar la apoptosis celular; 3B: concentraciones diferentes (verde: 0,36 nM; rosa: 0,12
nM; azul: 0 036 nM) de la anexina V recombinante para detectar la apoptosis celular; 3C: comparacion de la
actividad bioldgica de diferentes concentraciones de la anexina V recombinante y la variante recombinante de
anexina V para detectar apoptosis celular (verde: 0,36 nM; rosa: 0,12 nM; azul: 0,036 nM). Cuando el color es
el mismo, la sonda representada por el pico mas alto es la variante de la anexina V-FITC.

Descripcion detallada de la invencion

Realizacién

a: modelado estructural y disefio molecular de la variante de la anexina V:

En las estaciones de trabajo de ordenador SGI usando el software de disefio molecular de MSI company
(Insightll, Discover, y otros médulos), en base a la estructura cristalina de la anexina V, se realiz6 el modelo
molecular y el disefio molecular de los aminoacidos que se van a afiadir en el extremo C de la anexina V,
para determinar la longitud de los aminoacidos que pueden afadirse al extremo C y se seleccioné la variante
de la variante de la anexina V con una cisteina afiadida al extremo C de la anexina V como base para las
etapas posteriores de la implementacién.

b: construccién del vector de expresion procariético de la proteina de la variante de la anexina V:

De acuerdo con la secuencia génica divulgada de la anexina V, el cebador con sentido y el cebador
antisentido se disefian y sintetizan quimicamente. Con el gen de la anexina V humana conservado en el
laboratorio como molde, utilizando el método de PCR para amplificar, se obtiene la secuencia de ADN que
codifica la variante de la anexina V, en la que la secuencia de nucle6tidos de los cebadores es:

El cebador con sentido: 5'- gttccatgggcgcacaggttctcagaggcea-3’;
El cebador antisentido: 5’-tccgctcgagttagcagtcatctictccacag agea-3'.

Las condiciones de la reaccion de PCR son: pre-desnaturalizacion a 94 °C durante 5 minutos, después 30
ciclos de amplificacién como desnaturalizacion a 94 °C durante 30 segundos, hibridaciéon a 58 °C durante 30
segundos, polimerizacion durante 30 segundos a 72 °C , y la ultima polimerizacién a 72 °C durante 7 minutos,
después la conservacion a 4 °C.

c: reciclar el producto de la PCR mediante electroforesis, conectarlo a un vector de clonacion y transferirlo a la
célula Top 10 de Escherichia coli competente, y llevar a cabo el cultivo;

d: digerir por separado el producto reciclado de la etapa c y el vector de expresién pET28a mediante las enzimas
de restriccion Nco | y Xho |, mezclar el fragmento del vector pET28a recuperado y el fragmento de ADN humano
de la variante de la anexina V en una relacion de 1:20 y conectarlos mediante la T4 ADN ligasa, transformar el
producto en bacterias competentes de E. coli Top10, cribar los clones positivos mediante restriccion y analisis de
la secuencia de ADN para verificar la exactitud de la secuencia codificante.

e: transferir el plasmido de expresion recombinante extraido a las bacterias huésped de expresion de Escherichia
coli BL21(DES3), escoger una monocolonia ara agitar el cultivo a 37 °C durante la noche, a continuacién inocular
en solucién de cultivo LB con un volumen 1:100, cultivarlo a 37 °C durante 2 horas hasta que la DO600 es de
aproximadamente 0,6, afiadir el inductor IPTG hasta que la concentracion final es de 0,5 mM, inducir la expresién
a 37 °C durante 4 horas, recoger las bacterias para andlisis usando SDS-PAGE al 12 %; Los resultados del
andlisis se muestran en la figura 1, en la que 1: proteinas bacterianas totales tras la expresién inducida; 2:
sobrenadante de expresion tras la lisis de las bacterias; 3: precipitacion de la expresién tras la lisis de las
bacterias. El nivel de expresion de la variante de la anexina V represent6 el 35,4 % de las proteinas bacterianas
totales y la gran mayoria es la forma soluble.

f: transferir el plasmido pET28a-His-FADD y pET28a-His-FADD (F25Y) en la cepa huésped E. coli BL21 (DE3)
para la expresién y la cepa crece en placas de agar LB que contienen kanamicina, a 37 °C durante 16 horas,
después cribar la monocolonia para inocular en el medio liquido LB recién preparado (que contiene 50 mg/l de
kanamicina), para agitar el cultivo a 37 °C en la tabla de agitacién hasta que la DO600 del fluido de cultivo es de
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aproximadamente 0,6; la temperatura de la tabla de agitacion desciende a 25 °C y continuar cultivando durante
media hora y afiadir IPTG hasta que la concentracion final es de 0,5 mM para inducir la expresién de la proteina
diana. Después de agitar el cultivo a 25 °C durante 5 horas, se recogen las bacterias.

g: el liquido con bacterias recogido en la etapa f se resuspende con la proporcién de 5 ml de tampén (NH4Cl 50
mM, a pH 9,0) a 1 g de bacterias himedas y afadir lisozima para tratar las bacterias, afiadir sacarosa hasta que
la concentracién es del 60 % tras 1 hora, después diluir en el tampdn (NH4+Cl 50 mM, CaClz 20 mM, pH 9,0) con
20 veces el volumen, centrifugar y descartar el sobrenadante, recoger el precipitado. Resuspender el precipitado
con la proporcién de 5 ml de solucién de desorcién (NHsCl 50 mM, pH 9,0, EDTA 20 mM) a 1 g de precipitado,
centrifugar y adquirir el sobrenadante. El sobrenadante obtenido anteriormente se precipita graduado en sulfato
de amonio, y recoger 40-70 % partes de la precipitacion que se va a volver a disolver y dializar, después se filtra
para eliminar la sustancia insoluble. Usar el tampon de inicio (NH4Cl 50 mM, pH 9,0) para equilibrar la columna
de cromatografia Super Q-650M (Japan TOSOH company), usando el tampén de elucién (NH4Cl 50 mM, pH 9,0,
NaCl 200 mM ) para eluir, recoger el pico de elucién; usando el tampén de inicio | (NH4Cl 20 mM, NaCl 80 mM,
CaCl> 15 mM, pH 9,0) Para equilibrar la columna de cromatografia SP y usar el tampdn de elucion (NH4Cl 20
mM, NaCl 400 mM, pH 9.0) para eluir y recoger el pico de elucién. Los fluidos recogidos se analizan mediante
SDS-PAGE vy los resultados se muestran en la Figura 2, en la que 1: patrones del peso molecular (de arriba a
abajo son: 116,0, 66,2, 45,0, 35,0, 25,0, 18,4, 14,4 kDa ); 2: productos de desorcion; 3, 4: productos de
precipitacion fraccionada en sulfato de amonio; 5: muestras purificadas de cromatografia Super Q - 650M; 6: el
flujo de la columna de cromatografia Super Q - 650M; 7: picos de elucién de la cromatografia Super Q - 650M; 8:
muestras purificadas mediante cromatografia SP; 9: el flujo de la columna de cromatografia de SP; 10: picos de
elucion de la cromatografia de SP.

Mediante los métodos de purificacion mencionados anteriormente se obtiene la variante de la anexina V cuya
pureza es superior al 97 % y se obtienen mas de 110 mg de la variante de la anexina V por litro de fermentacién.
Mediante estos dos métodos de purificacion altamente complementarios de la columna Super Q y la columna SP,
se puede retirar la mayor parte de la proteina contaminante de la variante de la anexina V. Los resultados
experimentales también muestran que después de las dos purificaciones, la pureza de la proteina es superior al
97 %.

h: marcaje fluorescente con FITC de la anexina V y la variante de la anexina V: Colocar la soluciéon que contiene
3 mg de anexina V y la variante de la anexina V en un tubo de ultrafiltracion cuyo pero molecular es de 10 KDa,
usando una solucién de bicarbonato sodico 0,1 M cuyo valor de pH es 9,0 para realizar ultrafiltracion,
centrifugacién verter el sobrenadante, afadir la solucién de bicarbonato sédico de nuevo, repetir tres veces y
medir la concentracion de proteina. La concentracion final es de aproximadamente 5 mg/ml. Se extraen 200 pl la
solucién y se introducen en un vial Cryule™ antes de la reaccion, en agitacion.

Disolver 2 mg de FITC en 1ml de bicarbonato soédico 0,1 M (pH 9,0), en agitacién rapida a temperatura ambiente.
Se extrae una cantidad apropiada de solucién de FITC (la relacion molar entre FITC y la proteina es de 60 a
100:1) y se deja caer lentamente en la solucién de proteina y controlando que el volumen final de reaccién no
excede los 250 pl. La mezcla se agita durante dos horas a temperatura ambiente en oscuridad. Se usan tubos de
ultrafiltracién para ultrafiltrar el liquido de reaccién usando PBS (pH 7,2) hasta que no se pueden encontrar
moléculas de FITC de color verde claro en el filtrado y los productos deben ser una solucién transparente de
color amarillo-naranja. El conjugado resultante se tapa con papel de aluminio y se introduce en el refrigerador a -
20 °C.

i comparacion de la actividad bioldgica para detectar la apoptosis celular de la variante recombinante de anexina
Vy la anexina V recombinante:

Se trataron las células A549 de carcinoma de pulmén humano (1,5 X 10°) mediante 100 ng/ml de
concentracion final de TRAIL humano recombinante durante 6 horas, se digirieron con la enzima tripsina y se
centrifugaron durante 5 minutos para recoger las células a 4 °C y 800 rpm. Se afaden 400 pl de anexina V
recombinante o variante de la anexina V marcadas con FITC que contenia 0,36 mM, 0,12 nM, 0,036 nM a
cada muestra, respectivamente, para detectar apoptosis celular mediante citometria de flujo. Los
experimentos de cada concentracién de anexina V recombinante o variante de la anexina V se repiten tres
veces, con las células de la muestra sin marcador como control. Los resultados de la comparacién de la
actividad biolégica se muestran en la figura 3, en la que 3A: diferentes concentraciones (verde: 0,36 nM; rosa:
0,12 nM; azul: 0,036 M) de la variante recombinante de anexina V para detectar apoptosis celular; 3B:
concentracion diferente (verde: 0,36 nM; rosa: 0,12 nM;

azul: 0,036 nM) de la anexina V recombinante para detectar la apoptosis celular; 3C: comparacién de la
actividad bioldgica de diferentes concentraciones de la anexina V recombinante y la variante recombinante de
anexina V para detectar apoptosis celular (verde: 0,36 nM; rosa: 0,12 nM, azul: 0,036 nM). Cuando el color es
el mismo, la sonda representada por el pico alto es la variante de la anexina V-FITC.

j: marcaje con radiontclido de la anexina V y la variante de la anexina V:

disolver 3,5 mg de SnCl, en 10 ml de PBS cuyo valor de pH es de 7,4 para obtener 0,35 pg/ml de solucién de
SnCl,. Tomar 100 pl (35 ug) de SnCl> a temperatura ambiente y afadir 20 pl de 0,6 pg/ul de anexina V' y
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variante de la anexina V, trocear durante 5 minutos. En ello se afade la solucién de %T¢cM04 con el volumen
menor de 0,1 ml y radiactividad aproximadamente 5 mci, después se introducen 10 pl de Vc y dejar reposar
durante 30 minutos a temperatura ambiente. La pureza radioquimica, cuyo valor debe ser superior al 95 %
para su uso, de las proteinas marcadas se detecta mediante HPLC.

k: determinacion de la estabilidad in vitro de la variante recombinante de anexina V y la anexina V recombinante
marcada con radionuclido:

9MTc-anexina V, *"Tc-anexina reposa durante 1 hora, 2 horas, 3 horas a temperatura ambiente
respectivamente y, a continuacion, se examina la pureza radioquimica. Ademas, cuando la **™Tc-anexina V
durante 3 horas, la radiactividad especifica es del 95 %, cuando reposa durante 24 horas, la radiactividad
especifica es del 65 %; no obstante, cuando la después de dejar reposar la ®™Tc- variante de la anexina V
durante 3 horas, la radiactividad especifica es del 98 %, cuando reposa durante 24 horas, la radiactividad
especifica es también superior al 90 %. Por lo tanto, el marcaje con radlonuclldos de la variante de la anexina
V tiene mejor estabilidad. Se inyectaron en los animales ®"Tc-anexina V y *™Tc-variante de la anexina V
marcadas con radionuclido y todas ellas exhibieron la misma distribucion tisular y caracteristicas metabdlicas
y, por lo tanto, todas pueden usarse para la deteccidon mediante obtencion de imagenes in vivo.

Las realizaciones especificas mencionadas anteriormente ilustran con detalle el propdsito, el esquema técnico y los
efectos beneficiosos de la presente invencion, sin embargo, sera evidente que son solo ejemplos especificos de la
presente invencion sin limitacion a la presente invencién.
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<210> 3

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 3
tccgetegag ttageagtcea tettctccac agagea 36
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REIVINDICACIONES

1. Una variante de la anexina V, teniendo dicha variante afiadido al extremo C de una anexina V
(i) un resto de cisteina o
(i) un péptido corto con estructura flexible, en el que el péptido corto tiene hasta 25 restos de aminodcidos, de
los cuales 1-3 son restos de cisteina y los otros restos de aminoacidos, si los hay, son restos de glicina, alanina
y/0 serina.

2. La variante de la anexina V de la reivindicacién 1, teniendo dicha variante la secuencia de aminoacidos de la SEQ
ID NO: 1 o un derivado de la misma, en la que uno o varios restos de aminoacidos estan sustituidos, delecionados o
afadidos, teniendo dicho derivado la misma actividad que la variante de la anexina V que tiene la secuencia de
aminodacidos de SEQ ID No:1.

3. La variante de la anexina V de la reivindicacion 1 o la reivindicacién 2, en la que dicha variante estd marcada con
una sustancia quimica fluorescente o un radiontclido.

4. Un método para la preparacion de la variante de la anexina V de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3,
comprendiendo dicho método:

(a) en base a la estructura cristalina de la anexina V, el modelado molecular y el disefio de la secuencia de
aminodcidos que se va a anadir al extremo C de la anexina V, en el que dicho disefio molecular se lleva a cabo
con la ayuda del disefio molecular asistido por ordenador;

(b) disefiar un par de cebadores para la amplificacion de la secuencia nucleotidica codificante de la proteina
anexina V y realizar la amplificacién por PCR con el gen de la anexina V como molde;

(c) reciclar el producto de la PCR mediante electroforesis, conectar dicho producto reciclado a un vector de
clonacioén, transferir dicho vector de clonacién a las células TOP10 y cultivar dichas células;

(d) digerir por separado el producto reciclado de la etapa ¢ y el vector de expresion pET28a mediante las
enzimas de restriccion Nco |y Xho |, y conectar los dos fragmentos génicos obtenidos de este modo mediante la
ADN ligasa de T4 y transferir los fragmentos conectados a las células TOP10, cultivar dichas células y cribar y
extraer el plasmido de expresién recombinante;

(e) transferir el plasmido de expresién recombinante extraido a las bacterias Escherichia coli, cultivar las
bacterias, inducir las bacterias con IPTG y recoger las bacterias;

(f) cultivar en expansion las la bacterias obtenidas en la etapa (e) y recoger las bacterias; y

(g) triturar y lisar las bacterias, y purificar y recoger la variante de la anexina V.

5. El método de la reivindicacion 4, en el que las secuencias de nucleétidos del par de cebadores son:

(i) para el cebador con sentido 5'- gtt cca tgg gcg cac agg ttc tca gag gca-3’; y
() para el cebador antisentido, 5’-tcc gct cga gtt agce agt cat ctt ctc cac aga gca-3'.

6. El método de la reivindicacion 4, en el que la purificacion de la variante de la anexina V en la etapa (Q)
comprende, en sucesién: precipitacion, desorcién, precipitacion progresiva en sulfato de amonio, cromatografia en
columna por Super Q - 650M y cromatografia en columna de SP.

7. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 4 a 6, comprendiendo ademas dicho método una etapa de
marcaje quimico fluorescente o marcaje con radionuclidos de la variante de la anexina V.

8. La variante de la anexina V de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, para su uso como sonda para la
deteccion o monitorizacién de la apoptosis in vivo.

9. Un método in vitro para la deteccién o monitorizacion de la apoptosis, comprendiendo dicho método la utilizacién
de la variante de la anexina V de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3.

10. Un método para la preparacion de una sonda para la deteccién o monitorizacion de la apoptosis, comprendiendo

dicho método proporcionar la variante de la anexina V de la reivindicacion 1 o la reivindicacién 2 y marcar dicha
variante con un producto quimico fluorescente o un radionuclido.
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