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DESCRIPCION
Anticuerpo completamente humano que inhibe especificamente la conexina 26
Campo técnico

La presente invencion pertenece al campo de la medicina biotecnoldgica, en particular, la presente invencion
proporciona el anticuerpo monocatenario o plasmido que expresa el anticuerpo, que es capaz de reconocer
especificamente la Conexina 26, expresada en la céclea humana y en el tejido cutaneo, e inhibir los hemicanales de
la Conexina 26, y el uso de anticuerpos en la preparacion de un medicamento y un kit de diagnéstico para el
tratamiento de la sordera, de enfermedades cutaneas y de tumores causados por mutaciones producidas en la
Conexina 26. La presente invencion también proporciona el kit de diagndstico preparado utilizando el anticuerpo. El
kit comprende el anticuerpo monoclonal como principio activo.

Antecedentes

La unién gap es una union intercelular formada por canales de iones. Los canales de unién gap conectan el
citoplasma intercelular, permitiendo q]ue moléculas mas pequefias de menos de 1,8 KD, tales como iones,
metabolitos y segundos mensajeros[1 pasen libremente. En vertebrados, una via de unién gap compuesta por
Conexina, actia como mediadora en el |ntercamb|o de iones, moléculas pequefias y moléculas de sefializacién entre
células adyacentes y es muy importante en la etapa temprana del desarrollo de los mamiferos. Los canales de union
gap pueden estar compuestos por muchas proteinas de conexina diferentes y mostrar diferentes caracteristicas de
permeabilidad, que dependen de la composicion de la conexina. Las células adyacentes utilizan la comunicacion
intercelular mediada por uniones gap o una via independiente de gap para transmitir sefiales de desarrollo y regular
la proliferacion, migracion y diferenciacion celular durante el desarrollo. Las proteinas de la familia de las Conexinas
se expresan de manera generalizada en las células de los vertebrados. Los hexameros de este miembro de la
familia se encuentran en la membrana celular formando uniones gap o hemicanales y actian como mediadores en el
intercambio de material entre las células y la matriz extracelular. Los genes que codifican las proteinas conexinas en
el genoma constituyen la familia de genes de conexina®.

Hasta el momento, se han descublerto 21 tipos de genes de conexina en el genoma humano y 20 tipos de genes de
conexina en el genoma del raton™®. Muchas funciones celulares importantes, incluidas la regulacion, la diferenciacion
y el desarrollo deI crecimiento celular estan mediadas por canales de unién gap y comunicaciones de hemicanales
de conexina™®. Las mutaciones en los genes de conexina estan asociadas a muchas enfermedades humanas,
incluyendo anomallas cardiovasculares, neuropatia periférica, cataratas y sordera. Los canales y hemicanales de
Conexina 26 (Cx26) y Conexina 30 (Cx30), intervienen en el ciclo de iones de potasio del oido interno, y la delecion
de Cx26 y Cx30 causa una importante perdlda auditiva y la muerte celular concomitante en el érgano de Corti en
desarrollo que se encuentra en la céclea 478 La Cx26 y Cx30 se expresan a través de dos genes adyacentes
(GJB2 y GJB6), aunque la Cx26 y Cx30 estan conectadas con células no sen3|bles en el oido interno para formar
politopos. Ambas proteinas se expresan conjuntamente en el oido interno®®. El locus DNFB1 se encuentra en el
cromosoma 13qg11 - q12[1°] El cmcuenta por ciento de la sordera hereditaria esta relacionado con el DFNB1, con
hasta un 79 % en el Mediterraneo!®"". Las mutamones por delecion en Cx26 y Cx30 tienen un efecto importante en
la formacion organica de las espirales cocleares[ 4 En algunos casos, las mutaciones puntuales en las conexinas
pueden causar una apertura o cierre aberrante de los hemicanales, lo que producira sordera y enfermedades
cutaneas!'”. Se espera que los anticuerpos que reconocen especificamente la Cx26 y restauran su funcion, traten la
sordera y las enfermedades cutaneas causadas por mutaciones de conexina.

En los ultimos afios, los anticuerpos monoclonales han jugado un papel importante en el diagnoéstico y tratamiento de
enfermedades, especialmente enfermedades que expresan antigenos especificos. La deteccion de la reaccion de
los anticuerpos monoclonales y antigenos, puede utilizarse como regla de oro para el diagnéstico de enfermedades.
Los anticuerpos monoclonales también juegan un papel importante como farmacos en enfermedades
autoinmunitarias y tumorales.

Las enfermedades causadas por mutaciones de conexina tienen una incidencia relativamente baja y relativamente
pocos farmacos de tratamiento. Por otra parte, no se dispone de ningun farmaco de anticuerpos dirigido a los
canales de conexina para ftratar la sordera o las enfermedades cutaneas debido a las dificultades en la
administracion de farmacos de anticuerpos. No hay kits para el diagnoéstico clinico, por lo que los anticuerpos
monocatenarios, capaces de reconocer y unirse a la conexina, seran una herramienta importante en el diagnéstico y
tratamiento deI cancer colorrectal. Se han descrito algunos anticuerpos policlonales y monoclonales contra la
conexina-26!"®
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Sumario

Un objeto de la presente invencion es proporcionar un anticuerpo monocatenario, que se una especialmente al
antigeno humano de Conexina 26 y, por tanto, pueda utilizarse en la preparacion de medicamentos que tratan
enfermedades causadas por mutaciones en la Conexina 26 o kits de diagndstico relevantes para la Conexina 26.
Para lograr el objeto anterior, la presente invencién proporciona un anticuerpo completamente humano que inhibe
especificamente la Conexina 26, caracterizado por que es una inmunoglobulina recombinante que tiene la estructura
de scFv-Fc, en donde scFv se refiere a un anticuerpo monocatenario que comprende una region variable de cadena
pesada y una region variable de cadena ligera, la secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena
pesada es la SEQ ID NO: 1, la secuencia de aminoacidos de la region variable de la cadena ligera es la SEQ ID NO:
2, y Fc se refiere a una region constante. Preferentemente, la region constante comprende una region constante
CH2 y una region constante CH3.

De acuerdo con la presente divulgacion, el anticuerpo completamente humano que inhibe especificamente la
Conexina 26, reconoce especificamente la parte 41-75 de aminoacidos de la region extracelular de la Conexina 26.
La presente divulgacion también proporciona un anticuerpo modificado genéticamente, caracterizado por que tiene
un 30 % o mas de secuencias homdlogas a un anticuerpo monocatenario del anticuerpo completamente humano
que inhibe especificamente la Conexina 26. De acuerdo con la presente divulgacion, el anticuerpo modificado
genéticamente comprende uno de un fragmento Fab, un fragmento F(ab'), un fragmento Fd, un fragmento Fv y un
fragmento Fc, una combinacion de dos o mas de los fragmentos anteriores, o un derivado de al menos uno de los
fragmentos anteriores con otras proteinas o cadenas peptidicas. De acuerdo con la presente divulgacion, la
secuencia de la region CDR 3 de cadena pesada del anticuerpo modificado genéticamente es DFSWRGYYMDV, la
secuencia de la region CDR3 de cadena ligera es QQYGSSPRT.

La presente invencion también proporciona una secuencia de nucleétidos que codifica el anticuerpo completamente
humano que inhibe especificamente la Conexina 26, en donde su secuencia es la SEQ ID NO: 3 o la SEQ ID NO: 4.
Preferentemente, la secuencia de nucleétidos codifica el anticuerpo completamente humano que inhibe
especificamente la Conexina 26 como se ha descrito anteriormente. La presente divulgacion también proporciona el
uso del anticuerpo completamente humano que inhibe especificamente la Conexina 26 o el anticuerpo modificado
genéticamente, en la fabricacion de un medicamento o kit para el tratamiento de la sordera, enfermedades cutaneas
o tumores causados por mutaciones de la Conexina 26.

La presente invencion también proporciona un anticuerpo completamente humano que inhibe especificamente la
Conexina 26 segun la invencion, para su uso en el tratamiento de la sordera, enfermedades cutaneas o tumores. El
anticuerpo completamente humano que inhibe especificamente la Conexina 26 de la presente invencion, se
denomina Anti-Cx26-scFvll-Fc. Los resultados muestran que el anticuerpo monocatenario, obtenido mediante rondas



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2824176 T3

de exploracién de fagotecas, puede unirse selectivamente a conexinas e inhibir especificamente el hemicanal
formado por las mismas. El anticuerpo Anti-Cx26-scFvll-Fc es un anticuerpo humano monocatenario recombinante,
que es diferente de los anticuerpos de IgG habituales en aplicaciones clinicas. El Anti-Cx26-scFvll-Fc tiene una
estructura de anticuerpo, caracteristicas bioquimicas y funciones bioldgicas diferentes a las de la IgG. Nuestros
experimentos demostraron que el anticuerpo monocatenario Anti-Cx26-scFvll-Fc tiene un peso molecular de
aproximadamente 100 kd, reconoce y se une al epitopo del antigeno diana del dominio extracelular de conexina,
reconoce especificamente células que sobreexpresan la conexina 26, y que el anticuerpo y la conexina 26 estan
localizados conjuntamente en la superficie celular. Los experimentos funcionales muestran que el Anti-Cx26-scFvll-
Fc puede inhibir la actividad del hemicanal de la Conexina 26. La tincion inmunohistoquimica de este anticuerpo
solo, puede diagnosticar con mayor precision la expresion de la Conexina 26 humana en diversos tejidos.
Resumiendo, el anticuerpo monocatenario Anti-Cx26-scFvll-Fc tiene aplicaciones potenciales en el tratamiento de la
sordera, en enfermedades cutaneas y tumores, y en reactivos de diagndéstico de Conexina 26.

La secuencia de aminoacidos 41-56 de la region extracelular de la Conexina 26 humana se utiliza como antigeno, su
secuencia de aminoacidos es KEVWGDEQADFVCNTL. El anticuerpo se obtiene mediante tecnologia de exploracion
y fagotecas de presentacion de anticuerpos monocatenarios. A través del analisis bioquimico y la identificacién por
inmunofluorescencia, se confiirmd que el anticuerpo proporcionado por la presente invencidon reconocia
especificamente la conexina 26 e inhibia su formaciéon de actividad hemicanal. Los experimentos con animales
muestran que el anticuerpo tiene un efecto inhibidor significativo sobre la actividad hemicanal de secciones de tejido
coclear de ratén. Por lo tanto, el anticuerpo puede utilizarse en el tratamiento de enfermedades asociadas a la
conexina.

Breve descripcion de los dibujos
Figura 1. Exploracion de anticuerpos monocatenarios y verificacion de secuencias.

A. Se utilizd ELISA de fagos para detectar la actividad de union al antigeno después de enriquecer el
anticuerpo.
B. Ensayo ELISA de la union entre el antigeno y el anticuerpo monoclonal seleccionado

Figura 2. |dentificacion de la estructura y actividad bioquimica del anticuerpo monocatenario

A. Diagrama estructural de la inmunoglobulina scFv-Fc.

B. El peso molecular del anticuerpo monocatenario es de aproximadamente 58 KDa analizado mediante
transferencia de tipo Western

C. Ensayo de estabilidad térmica del anticuerpo scFv lI-Fc

D. La espectrometria de masas muestra que el dimero Anti-Cx26-scFv lI-Fc, tiene un peso molecular de
105140,3

Figura 3. Analisis de afinidad de unién entre el anticuerpo Anti-Cx26-scFv II-Fc y el antigeno Cx26.

A. ELISA para analizar la afinidad de unién del anticuerpo/proteina Cx26

B. Ensayo mediante SRP para analizar la afinidad de uniéon del anticuerpo con la proteina Cx26, los
resultados mostraron que el anticuerpo anti-Cx26-scFv II-Fc se une a la proteina Cx26 con una KD de
7,3E10-8 M

Figura 4. El analisis de inmunofluorescencia del anticuerpo Anti-Cx26-scFv II-Fc y la proteina Cx26-GFP para
determinar las localizacién conjunta. Los resultados mostraron que estas dos proteinas se localizaban
conjuntamente.

Figura 5. Los anticuerpos anti-Cx26-scFv lI-Fc bloquean el analisis de actividad hemicanal de Cx26 mediante
técnicas de pinzamiento zonal después de que la despolarizaciéon haya activado los canales de iones de Cx26.

Descripcion detallada

A continuacion, la presente invencion también se describe con referencia a realizaciones especificas.

Ejemplo 1. Exploracion y purificacion del anticuerpo monocatenario

1, Materiales:

(1) polipéptido de antigeno biotinilado (secuencia: KEVWGDEQADFVCNTL, SEQ ID NO: 5, en lo sucesivo
denominado antigeno) sintetizado en Genscript. (2) fagoteca de presentacion de anticuerpos humanos de
laboratorio. (3) perlas magnéticas de estreptavidina adquiridas en Thermo Scientific. (4) microplaca ELISA de alta
adsorcion adquirida en Corning Corporation. (5) anticuerpo Anti-M13 HRP adquirido en Thermo Scientific. (6) fago

auxiliar adquirido en Life Technologies (Cat. N.° 18311019). (7) bacterias XL1-Blue disponibles en Agilent
Technologies (Cat.
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NO. 200228). (8) solucion ABTS, solucién de revelado, adquirida en Thermo Scientific, Cat. NO. 002024.
2, Método:

Doscientos (200) microlitros de la fagoteca de Presentacic')n de anticuerpos humanos que expresan anticuerpos
monocatenarios humanos (que contienen 1 x 10"" particulas de fago) se mezclaron con 5 microgramos de antigeno,
se incubaron a temperatura ambiente durante 30 minutos y después se afiadieron a 50 microlitros de las perlas
magnéticas de estreptavidina. Las perlas magnéticas de estreptavidina capturaron los fagos unidos al antigeno, los
fagos no unidos se eliminaron mediante aclarado con PBST, y después los fagos unidos de manera estable se
eluyeron con tampon de glicina-HCI (pH 2,2). Bacterias XL1-Blue (Agilent Technologies Cat. 200228) se inocularon
en 200 ml de medio SB y cuando la DO alcanzé 0,6, los fagos eluidos se afiadieron a las bacterias XL1-Blue y se
incubaron a 37°°C durante 30 minutos, y después se incubaron durante la noche a 30°°C. Las bacterias se
recogieron por centrifugacion y se afadieron 30 microlitros de fago auxiliar (que contenia 1 x 10'" particulas de fago
auxiliar). La siguiente ronda de exploracion se realizd después de la amplificacion. Las etapas de seleccion
anteriores se repitieron durante 3-4 rondas. Después, el caldo XL1-Blue que contenia fagos se diluyd
minuciosamente y se sembré en placas de 10 cm con 100-500 clones en cada placa, y se escogieron los
monoclones. El ensayo ELISA de fagos se llevd a cabo después de cada ronda de seleccion de la fagoteca.

El ensayo ELISA de fagos comprende las siguientes etapas: inocular, en 200 microlitros de medio SB, en una placa
de 96 pocillos, las bacterias monoclonales XL1-Blue que contienen los fagos, agitar a 37°°C con una velocidad de
200 rpm durante 4-6 horas, afiadir 1 microlitro de fago auxiliar cuando la DO esté préxima a 0,6 y agitar a 30°°C
durante la noche, centrifugar al dia siguiente para recoger el sobrenadante a 3 000 g para su uso, recubrir durante la
noche con el antigeno una microplaca de 96 pocillos de baja permeabilidad, afiadir a la microplaca el fago preparado
en el sobrenadante, incubar durante 2 horas a temperatura ambiente, y después, afiadir el anticuerpo Anti-M13 HRP
e incubar durante 30 minutos, lavar tres veces con PBST y afiadir 50 microlitros de ABTS como solucion de
revelado.

El resultado del ensayo de inmunoadsorcion enzimatica (ELISA, por las siglas del inglés enzyme-linked
immunosorbent assay) muestra que, a medida que avanza la seleccion, la sefial de la inmunoadsorcién enzimatica
aumenta continuamente mientras que la sefal del antigeno de control (Acro Biosystems, numero de catalogo CDO-
H82F2) sigue siendo baja. Después de la cuarta ronda de seleccion, la intensidad de la sefial del antigeno fue varias
veces la del antigeno de control, lo que indica que después de 4 rondas de seleccion, los fagos capaces de expresar
el anticuerpo de union especifico de antigeno se habian enriquecido. Se escogid el monoclonal de la biblioteca de la
tercera y cuarta ronda, y el clon con resultados ELISA mas del doble que los del clon de control, se seleccioné como
un clon positivo. La secuencia del clon positivo se analizé y mediante analisis de comparaciéon se determinaron
diferentes secuencias de anticuerpos y situaciones de enriquecimiento.

3, Resultados:

Como se muestra en la FIG. 1A, el antigeno peptidico CB se exploré frente a la fagoteca de presentacion de
anticuerpos humanos. Después de 4 rondas de seleccion, la lectura del ensayo ELISA del grupo seleccionado, se
incrementé continuamente en comparaciéon con la del grupo de control. Se escogieron 700 anticuerpos
monoclonales y se analizaron mediante ensayo ELISA, y el clon con resultados ELISA mas del doble que los del
grupo de control, se selecciond como clon positivo, como se muestra en la Figura 1B. Se llevé a cabo un analisis de
secuenciacion de 150 clones positivos. Después del analisis de comparacion y alineacion, la secuencia de
enriquecimiento eficaz se determind basandose en que los que tienen mayores repeticiones tienen la afinidad de
union mas fuerte del anticuerpo. El clon positivo seleccionado en la presente invencion se repitié 84 veces en las 150
secuencias de clones, por tanto, tiene una alta afinidad.

Se secuencio el clon positivo seleccionado y la secuencia de acido nucleico del clon positivo seleccionado fue la
SEQ ID NO: 3.

Ejemplo 2. Purificacion de anticuerpos monocatenarios y deteccion de propiedades bioquimicas
1. Materiales:

(1) Los colorantes Sypro Orange se adquirieron en Thermo Scientific. (2) El vector de expresion pFUSE, pFUSE-
hiGg1-FC2, se adquiri6 en la empresa Invivogen, n.° de catalogo pfuse-hglfc2. (3) Las columnas HP de Proteina A
HiTrap se adquirieron en GE. (4) El purificador de proteinas AKTApurifier100 se adquirié en GE. (5) El instrumento
de PCR cuantitativa en tiempo real se adquiri6 en la empresa BioRad. (6) El kit de extraccion de plasmidos se
adquirié en la empresa Qiagen. (7) Kit de ensayo de proteina BCA (kit de ensayo de proteina BCA Pierce™, Pierce #
23253). (8) Las enzimas de restriccion BamH1 y Bglll se adquirieron en NEB.

2. Métodos:
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La secuencia positiva obtenida en el Ejemplo 1 (es decir, la SEQ ID NO: 3) se sintetiz6é mediante el método de
sintesis de genes (Nanjing GenScript Ltd.) y se afiadié con los sitios de restriccion BamH1 y Bglll en ambos
extremos de la secuencia. La secuencia de acido nucleico obtenida, se insertdé en el vector de expresién pFUSE-
hiGg1-FC2 (Invivogen Corporation, con referencia a los procedimientos descritos en el manual de instrucciones),
después de la digestion enzimatica en los sitios de restriccion BamH1 y Bglll con referencia a los procedimientos
descritos en el manual de instrucciones de NEB, para obtener un plasmido de expresion de anticuerpos eucariotas
de Anti-Cx26-scFvll-Fc, que es un anticuerpo monocatenario que tiene un segmento Fc. El reactivo 293Fectin
(Invitrogen Corporation, Cat. N.° 12347500) se mezcl6 con el plasmido de expresion de anticuerpos eucariotas con
una relacion de volumen frente a masa de 30 microlitros: 15 microgramos. La mezcla obtenida se afiadié a 30 ml de
células en suspension 293Freestyle (disponibles en Thermo Corporation) y se incubd con agitaciéon a 1 200 rpmy a
37 °C durante la noche. El sobrenadante se recogié después de la centrifugacion, y la proteina del anticuerpo (Anti-
Cx26-scFvll-Fc) se purifico en un purificador de proteinas AKTApurifier100, utilizando columnas HP de Proteina A
HiTrap. Al final, la concentracién de anticuerpos se analizé utilizando el kit de ensayo de proteinas BCA (Pierce, Cat.
n.° 23252) con referencia a los procedimientos descritos en el manual de instrucciones.

El anticuerpo purificado se analizé6 mediante transferencia de tipo Western: para la electroforesis SDS-PAGE
(electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sddico), se cargaron 5 microgramos de la muestra de
anticuerpos purificados, aplicando un voltaje de electroforesis de 110 V durante 60 minutos, se transfirieron a una
membrana de acetato de celulosa y después se hibridaron con un anticuerpo secundario de cabra anti-ser humano
conjugado con peroxidasa de rabano picante (Thermo Scientific). La membrana se aclaré y después, para la
obtencién de imagenes, se afiadio reactivo de revelado (Pierce, Cat. n.° 35055).

El anticuerpo purificado se sometié a un ensayo de termoestabilidad con las siguientes etapas: diluir el anticuerpo
purificado a 0,1 mg/ml, afiadir colorante Sypro Orange con una relacién de volumen de 1:2000 y sellar, cargar en el
instrumento de PCR cuantitativa en tiempo real (BioRad) con un programa de calentamiento de 25°°C a 90°°C,
0,5°°C por minuto y detectar los valores de fluorescencia.

El anticuerpo purificado se analizé mediante LC-MS, cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas, con
las siguientes etapas: mezclar 5 microgramos del anticuerpo purificado con 1 microlitro de enzima PNGasa
(disponible en NEB Inc., Catalogo n.° P0709S) a 37°°C durante una hora, y cargar en un instrumento de LC/MS TOF
Agilent 6230 para la espectrometria de masas de alta resolucion.

3. Resultados:

La secuencia de acido nucleico (SEQ ID NO: 3) obtenida en el Ejemplo 1, se insertdé en el vector de expresion
pFUSE-hIGg1-FC2 después de la digestion enzimatica, para obtener la secuencia de ADN de scFv Il (SEQ ID NO: 4)
que contenia la regiéon Fc. La secuencia de ADN de scFv Il es capaz de codificar un anticuerpo monocatenario
completamente humano (Anti-Cx26-scFvll-Fc, SEQ ID NO: 6) que inhibe especificamente la Conexina 26, es decir,
el anticuerpo completamente humano que inhibe especificamente la Conexina 26, que es una inmunoglobulina
recombinante que tiene la estructura de scFv-Fc, mostrada en la Figura 2A, en donde scFv se refiere a un anticuerpo
monocatenario que comprende una regién variable de cadena pesada y una region variable de cadena ligera, la
secuencia de aminoacidos de la region variable de la cadena pesada es la SEQ ID NO: 1, la secuencia de
aminodacidos de la region variable de la cadena ligera es la SEQ ID NO: 2, la secuencia de la region CDR 3 de
cadena pesada es DFSWRGYYMDV, la secuencia de la regién CDR3 de cadena ligera es QQYGSSPRT y Fc se
refiere a la region constante. La region constante comprende una region constante CH2 y una region constante CH3.
El anticuerpo completamente humano que inhibe especificamente la Conexina 26, reconoce especificamente la
parte 41-75 de aminoacidos de la region extracelular de la Conexina 26.

El resultado de la transferencia de tipo Western se muestra en la Fig. 2B. La banda obvia a 58 kd muestra que el
anticuerpo puede reconocer especificamente la proteina Cx26. La Tf (temperatura de fusion) del anticuerpo es de
65°°C, calculada utilizando los resultados del ensayo de estabilidad térmica, como se muestra en la Figura 2 C, por
tanto, el anticuerpo Anti-Cx26-scFv II-Fc descrito tiene alta estabilidad. Los resultados de la LC-MS, cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de masas, mostrados en la FIG. 2D, muestran que el peso molecular del
anticuerpo es de 105140 Daltons.

Ejemplo 3. Ensayo ELISA para analizar la unién del anticuerpo monocatenario con la conexina 26

1, Materiales:

1. La solucion de fijacion de antigenos CBS se adquirio en Thermo Scientific. 2. El anticuerpo secundario anti-Fc
humano conjugado con HRP (horseradish peroxidase, peroxidasa de rabano picante), se adquiri6 en Thermo
Scientific. 3. La solucién ABST del sustrato revelador se adquirié en ThermoScientific. 4. La placa de fondo plano de

96 pocillos se adquirié en Corning Corporation.

2, Métodos:
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A la placa de 96 pocillos, se afadieron 50 pl por pocillo del antigeno polipeptidico Cx26 (sintetizado por GenScript,
diluido con la solucion de fijacion de antigenos CBS, SEQ ID NO: 5) y 0,05 ug por pocillo del antigeno, se incubd
durante la noche a 4° C, y después se incubd con agitacion a temperatura ambiente durante 30 min. La placa de 96
pocillos se aclaro tres veces con PBS, se bloqued con solucion PBST que contenia leche al 5 % a 37°°C durante 60
minutos y se aclaré tres veces con PBS. Se afiadio el anticuerpo Anti-Cx26-scFv II-Fc obtenido en el Ejemplo 2 y se
incubd a 37°°C durante 60 minutos. Después de aclarar y secar la placa de 96 pocillos, se afiadié a la misma el
anticuerpo secundario anti-Fc humano y se incub6 durante 30 minutos con agitacion a temperatura ambiente. La
placa de 96 pocillos se aclaro tres veces con PBS, se afiadi6 el sustrato revelador y finalmente se realiz6 la lectura
con un lector de microplacas.

3, Resultados:

Como se muestra en la FIG. 3A, los valores de DO de los pocillos de control negativo fueron inferiores a 0,2 y los
valores de DO de los pocillos positivos fueron superiores a 0,4. Basandose en los resultados del ensayo ELISA, se
seleccionaron 150 pocillos de colonias positivas.

Ejemplo 4. Deteccion de la combinacion del anticuerpo monocatenario y la conexina 26 mediante SRP
1, Materiales:

1. El instrumento Octet RED y su microplaca de deteccion (microplaca CM5) se adquirieron en Pall Corporation.
2. El anticuerpo humano anti-IgG se adquirié en Thermo Scientific.

2, Método experimental:

La afinidad y la cinética del anticuerpo y el antigeno se detectaron mediante el método de cinética de ciclos
multiples. La inmovilizacién del anticuerpo se realizé6 mediante el método de captura. En primer lugar, el anticuerpo
humano anti-lgG se acopl6 a la microplaca CM5, y después de diluirse en serie, la muestra de anticuerpo Anti-Cx26-
scFv lI-Fc fluyo a través de la superficie de la microplaca. A continuacion, el anticuerpo a detectar se capturd con el
anticuerpo anti-Fc humano acoplado. Después, se afiadid el antigeno polipeptidico (sintetizado por Nanjing
Genscript Co.Ltd, secuencia: SEQ ID NO: 5), el antigeno se unié con el anticuerpo y la sefial se detectd y se
registré. Por Ultimo, para una nueva ronda de ensayo, el anticuerpo y las muestras de antigeno en la superficie de la
microplaca CM5, se eluyeron mediante un reactivo de regeneracion (solucion de glicina, pH 1,7).

3, Resultados:

Como se muestra en la Figura 3B, la deteccion mediante SRP de la interaccion entre el anticuerpo y la conexina 26,
mostré que la KD resultante del anticuerpo Anti-Cx26-scFv II-Fc con la proteina Cx26 era de 7,3E10-8 M.

Ejemplo 5. Deteccion de inmunofluorescencia celular de la proteina Cx26 reconocida especificamente por el
anticuerpo

1, Materiales:

(1) Las células HeLa DH se adquirieron en la empresa Sigma. (2) El plasmido indicador Cx26-Venus-YFP se
adquirid6 en Addgene, Cat. n.°69016. (3) El anticuerpo secundario de cabra anti-ser humano conjugado con el
colorante fluorescente Alexa Fluor 594, se adquiri6 en Thermo Scientific. (4) ElI microscopio confocal de
fluorescencia se adquirié en la empresa Leica.

2, Métodos:

El plasmido Cx26-Venus-YFP se transfectd en células HeLa DH con 293Fectin (Thermo) con referencia a los
procedimientos descritos en el manual de instrucciones. El plasmido Cx26-Venus-YFP puede expresar la proteina
Cx26 humana en la membrana celular con fluorescencia verde. Después de fijar con formol al 2 %, las células se
mantuvieron a temperatura ambiente durante 10 minutos. Después de aclarar, las células se bloquearon con BSA al
2 % en PBS durante 30 min, y después se incubaron durante 4 a 5 horas en la soluciéon de anticuerpo Anti-Cx26-
scFVvll-Fc, que se obtuvo diluyendo 1 mg/ml de solucion de anticuerpo Anti-Cx26-scFvll-Fc con BSA/PBS al 1 % con
una relacion de dilucion de 1:500. Después de aclarar, las células se afiadieron con el anticuerpo secundario de
cabra anti-ser humano conjugado con colorante fluorescente Alexa Fluor 594, que se diluyd en una solucion de
BSA/PBS al 1 % con una relacion de dilucion de 1:1 000. Las células se incubaron a temperatura ambiente durante
60 min., se afiadié DAPI (1 ug/ml) y se incubaron durante 5 minutos, se aclararon, se montaron en un microscopio
confocal laser de barrido y se detectaron.

3, Resultados:

Como se muestra en la Figura 4, el anticuerpo Anti-Cx26-scFv II-Fc se localiza conjuntamente con las proteinas
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Cx26 y GFP (por sus siglas en inglés, Green Fluorescent Protein, proteina verde fluorescente).

Ejemplo 6, Deteccion de la actividad hemicanal de Cx26 inhibida por el anticuerpo mediante la técnica de
pinzamiento zonal

1, Materiales:

(1) Las células HeLa DH se adquirieron en la empresa Sigma. (2) El plasmido indicador Cx26-Venus-YFP se
adquirid en Addgene, Cat. n.° 69016. (3) El sistema automatico de pinzamiento zonal se adquirié en la empresa
MDC de Estados Unidos.

2, Métodos:

El plasmido Cx26-Venus-YFP se transfectd en células HeLa DH con 293Fectin (Thermo) con referencia a los
procedimientos descritos en el manual de instrucciones. Para registrar las corrientes de iones de una sola
membrana, se utilizé pinzamiento zonal de células enteras. Al sobrenadante de las células se le afiadié el anticuerpo
Anti-Cx26-scFv II-Fc 940 nM, mientras que a grupo de control positivo se le afiadio Zn* 100 uM y a un grupo de
control en blanco no se le afiadié ningun anticuerpo. La tension aumenté a 40 milivoltios para que las células se
despolarizaran, lo que dio lugar a la apertura del hemicanal Cx26. Se registraron las corrientes de los hemicanales
del grupo de experimentacion al que se afiadio el anticuerpo, del grupo de control positivo y del grupo de control en
blanco. La tension se redujo a menos 40 milivoltios para hiperpolarizar las células y simultdaneamente se registro la
corriente de los hemicanales de cada grupo.

3, Resultados:

Como se muestra en la Figura 5, el anticuerpo Anti-Cx26-scFv II-Fc puede inhibir eficazmente la actividad hemicanal
de Cx26, que es 100 veces mas alta que la del inhibidor inespecifico Zn%.
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo completamente humano que inhibe especificamente la Conexina 26, caracterizado por que es una
inmunoglobulina recombinante que tiene la estructura de scFv-Fc, en donde scFv se refiere a un anticuerpo
5 monocatenario que comprende una region variable de cadena pesada y una region variable de cadena ligera, la
secuencia de aminoacidos de la region variable de la cadena pesada es la SEQ ID NO: 1, la secuencia de
aminodacidos de la regién variable de la cadena ligera es la SEQ ID NO: 2, y Fc se refiere a una region constante.

2. El anticuerpo completamente humano que inhibe especificamente la Conexina 26 segun la reivindicacion 1, en
10  donde la regidn constante comprende una region constante CH2 y una region constante CH3.

3. Una secuencia de nucleétidos que codifica un anticuerpo completamente humano que inhibe especificamente la
Conexina 26, en donde, segun la reivindicacion 1, su secuencia es la SEQ ID NO: 3 o la SEQ ID NO: 4.

15 4. Un anticuerpo completamente humano que inhibe especificamente la Conexina 26 segun una cualquiera de las
reivindicaciones 1y 2, para su uso en el tratamiento de la sordera, enfermedades cutaneas o tumores.
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