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DESCRIPCION

Mini-anticuerpo humano citotxico para las células tumorales que expresan el receptor ErbB2.
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a un mini-anticuerpo humano citotéxico para las células tumorales que expresan
el receptor ErbB2, su secuencia correspondiente, el procedimiento para aislarlo, y su uso en terapia.

Estado de la técnica

El receptor de tirosina quinasa transmembrana (RTK) ErbB2, homélogo al receptor del factor de crecimiento
epidérmico (EGFR) (1, 2), se expresa de forma elevada en carcinomas de mama, ovario y pulmén (3, 4), asi como
en lineas celulares derivadas de tumores de glandulas salivales y tumores géstricos (5, 6). Su sobreexpresién, que
se da habitualmente por medio de amplificacién génica, puede alcanzar hasta 2x10° moléculas por célula. En los
tejidos normales se expresa a niveles bajos solamente en ciertos tipos de células epiteliales (7). ErbB2 desempefia
un papel fundamental en la progresién tumoral, ya que potencia y prolonga las cascadas de transduccién de senales
provocadas por la activaciéon mediante ligandos de otros receptores RTK ErbB (8). La sobreexpresion de ErbB2 puede
incrementar también la resistencia de las células tumorales a las defensas del hospedador permitiendo que eviten la
vigilancia inmunolégica contra el crecimiento neoplésico ejercida por los macréfagos activados (9). La accesibilidad
de ErbB2 en la superficie celular, y su implicacién en el desarrollo de la malignidad de estos tumores, hace que sea un
objetivo atractivo para la inmunoterapia.

Varios grupos de investigacién han aislado anticuerpos monoclonales (mAbs) de ratén y rata dirigidos contra el
dominio extracelular de ErbB2 (10-12). Se ha demostrado que algunos de estos mAbs de roedores estdan dotados
de efectos antiproliferativos sobre las células tumorales (10-14). Sin embargo, como consecuencia de su origen no
humano, el uso de estos mAbs como fairmacos inmunoterdpicos es limitado.

Un avance evidente en esta drea de investigacién consistié en el desarrollo de la técnica de humanizacién de
anticuerpos, con la produccién de versiones humanizadas de anticuerpos de roedores (15). Estos mAbs mantienen su
especificidad y su afinidad de unién, pero muestran una inmunogenicidad reducida. En particular, se estd utilizando
una versiéon humanizada de un anticuerpo murino anti-receptor ErbB2 (Herceptina) como farmaco para el tratamiento
del cancer de mama (16, 17).

Se han aislado fragmentos de anticuerpos (scFv - fragmento variable de cadena simple) de bibliotecas combina-
torias expresadas en fagos, usando para la seleccion antigenos o péptidos purificados inmovilizados en superficies
artificiales. La desventaja de este tipo de aproximacién es que puede conducir a la seleccién de anticuerpos que no
reconozcan el antigeno en su estado nativo, es decir, en su contexto fisiolégico (37). Por ejemplo, un scFv anti-ErbB2
aislado mediante el uso del dominio extracelular de ErbB2 purificado no fue capaz de unirse a ErbB2 en la superficie
de células SKBR3 (21).

Al contrario, se ha demostrado que la inmunoadsorcién directa (seleccién mediante afinidad con el antigeno) de
un repertorio de scFv con células vivas es esencial para el aislamiento de anticuerpos que reconozcan los antigenos
de la superficie celular en su configuracién nativa (38). Ademas, esta estrategia permite la identificacién de nuevos
antigenos de la superficie celular, que pueden ser ttiles en el diagndstico o la terapia (22, 38-40).

Recientemente ha sido posible aislar scFv completamente humanos mediante la técnica de expresion en fagos.
Esta se basa en la expresion de grandes repertorios de dominios de anticuerpos en las cdpsides de fagos filamentosos,
tras su fusioén a la proteina pIIl de la cubierta del fago (18, 19). Esta metodologia proporciona varias ventajas con
respecto a la técnica de hibridomas, que se pueden resumir como sigue: (i) la naturaleza completamente humana de
los anticuerpos; (ii) la posibilidad de evitar la inmunizacién de animales; (iii) el aislamiento rdpido de scFv mediante
métodos de afinidad a partir de bibliotecas muy grandes de hasta 10' clones diferentes; (iv) la disponibilidad de scFv
estables tras la seleccién de los fagos, con rendimientos elevados mediante la expresion en bacterias de los cADNs
seleccionados; (v) la posibilidad de obtener anticuerpos cuando las metodologias clasicas pueden no ser eficaces, como
con los antigenos téxicos o sumamente conservados en diversas especies.

El método de expresion en fagos ya se ha aplicado a la produccién de scFv humanos especificos de ErbB2, usando
para la seleccion su dominio extracelular recombinante aislado (20, 21), o més recientemente células de tumores de
mama (22). Dada su elevada afinidad por el receptor, estos inmunorreactivos se pueden considerar herramientas va-
liosas como vehiculos de administracion para dirigir de manera especifica agentes citotoxicos hacia células tumorales
que albergan antigenos. Sin embargo, ninguno de ellos tiene actividad antitumoral.

Resumen de la invencién
En un aspecto, la presente invencién proporciona un anticuerpo anti-ErbB2 recombinante de cadena simple de

origen humano capaz de inhibir el crecimiento de células que expresan el receptor ErbB2, que comprende la secuencia
de aminodcidos de SEQ ID N°:2 (regiéon VH) y la secuencia de aminoécidos de SEQ ID N°:12 (regién VL).
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Otros aspectos y caracteristicas preferidas de la invencion se exponen en las reivindicaciones.

El objetivo de la presente invencién es un scFv completamente humano, denominado Erbicina, especifico para
el receptor ErbB2, con actividad farmacoldgica, en particular antitumoral. Se ha aislado Erbicina de una biblioteca
de fagémidos muy grande (biblioteca Griffin.1) (19) de scFv sintéticos humanos mediante inmunoadsorcién (selec-
cion por afinidad con el antigeno) llevada a cabo con células vivas que expresan diferentes niveles de ErbB2. Se ha
descubierto que el fragmento de cadena simple de un anticuerpo anti-ErbB2 humano, denominado Erbicina, muestra
propiedades bioldgicas que no se han descrito para otros scFv anti-ErbB2 aislados hasta ahora. De hecho, Erbicina se
une especificamente al receptor ErbB2, es interiorizada por las células objetivo, inhibe intensamente la fosforilacién
del receptor, y exhibe una intensa inhibicién del crecimiento de todas las lineas celulares ErbB2-positivas analizadas.
Ademads, se puso de manifiesto un efecto citotoxico evidente hacia las células SKBR3 que sobreexpresaban ErbB2,
en las que se indujo la muerte apoptética. Estas caracteristicas estdn presentes tanto en Erbicina soluble como en su
formato en fagos (Ph-Erbicina).

Otro objetivo de la invencién son las composiciones farmacéuticas que comprenden como principio activo Erbicina
propiamente dicha en su formato en fagos (Ph-Erbicina), o Erbicina fusionada a las regiones constantes de anticuerpos
humanos, o toxinas, o moléculas con potencial citotdxico, tales como enzimas con actividad de ribonucleasa o proteasa
(muy conocidas para el experto en este campo). Otro objetivo de la invencién es el uso de scFv segtin la invencién en
terapia, en particular como agente antitumoral, mds en particular para el tratamiento de tumores en los que las células
expresan el receptor ErbB2, tales como las células de carcinomas de mama, ovario o pulmén.

Los objetivos adicionales de la invencion serdn evidentes a partir de la siguiente descripcion detallada de la inven-
cion.

Breve descripcion de las figuras

Fig. 1. Anilisis mediante transferencia de Western de extractos celulares preparados a partir de células SKBR3.
Los extractos se sometieron a andlisis con: scFv expresados en fagos (Ph-Erbicina) (carril 1); mAb MgR6 anti-ErbB2
(carril 2); scFv anti-tiroglobulina expresado en fagos (carril 3). En el carril 4, se someti6é a andlisis un extracto de
células SKBR3, previamente inmunoprecipitado con mAb MgR6 anti-ErbB2, con Ph-Erbicina.

Figs. 2A, 2B, 2C, 2D, 2E y 2F. Andlisis mediante citometria de flujo de la unién de Ph-Erbicina a lineas celulares
que expresan ErbB2: MDA-MB453 (la Fig. 2A y la Fig. 2B corresponden a los paneles A y B, respectivamente); BT-
474 (1a Fig. 2C y la Fig. 2D corresponden a los paneles C y D, respectivamente); SK-OV-3 (la Fig. 2E y la Fig. 2F
corresponden a los paneles E y F, respectivamente). Las células se sometieron a andlisis con Ph-Erbicina (la Fig. 2A,
Fig. 2C y Fig. 2E corresponden a los paneles A, C y E, respectivamente, picos sombreados) o con un scFv anti-NIP
de control expresado en fagos (picos sin sombrear). En la Fig. 2B, Fig. 2D y Fig. 2F (que corresponden a los paneles
B, D y F, respectivamente) las células se sometieron a andlisis con mAb MgR6 anti-ErbB2 (picos sombreados), o con
OKT3, un control, mAb anti-CD3 no relacionado (picos sin sombrear).

Fig. 3. Electroforesis con SDS-gel y andlisis mediante transferencia de Western de Erbicina. Carriles 1 y 2: Tincién
de Coomassie de Erbicina y scFv soluble anti-NIP de control, respectivamente. En los carriles 3 a 6 se muestran los
andlisis mediante transferencia de Western de Erbicina (carriles 3 y 5) y scFv anti-NIP (carriles 4 y 6) sometidos a
analisis con mAb 9E10 anti-myc (carriles 3 y 4) o con mAb anti-His (carriles 5 y 6).

Fig. 4A, 4B, 4C, 4D, 4E y 4F. Interiorizacién de Ph-Erbicina y Erbicina en células SKBR3 visualizada mediante
microscopia confocal. Las células se incubaron durante 16 horas con Ph-Erbicina (la Fig. 4A corresponde al panel A),
o con Erbicina durante 2 h (la Fig. 4B corresponde al panel B) o 16 h (la Fig. 4C corresponde al panel C). Se usé
en paralelo como controles scFv Anti-NIP expresado en fagos (la Fig. 4D corresponde al panel D) o scFv anti-NIP
soluble (la Fig. 4E y la Fig. 4F corresponden a los paneles E y F, respectivamente). Aumento 1:1000.

Fig. 5. Efecto de Erbicina-A7 sobre la fosforilaciéon de ErbB2. Se informa el nivel de la fosforilacién de ErbB2 en
extractos de células SKBR3, tratadas durante los tiempos indicados con Erbicina (12 ug/ml), como los porcentajes del
nivel de fosforilacion detectado en las células sin tratar. En el inserto, se muestra el efecto de: un tratamiento de 2 h
con Erbicina (12 pg/ml); un tratamiento de 15 min con EGF (100 ng/ml); el mismo tratamiento con EGF en células
previamente tratadas durante 2 h con Erbicina-A7. El control consistié en células sin tratar.

Fig. 6A, 6B, 6C y 6D. Efecto de Ph-Erbicina (la Fig. 6A y la Fig. 6B corresponden a los paneles A y B, respectiva-
mente) y Erbicina (la Fig. 6C y la Fig. 6D corresponden a los paneles C y D, respectivamente) sobre la proliferacién
de lineas celulares SKBR3 (los simbolos claros en la Fig. 6A y la Fig. 6C corresponden a los paneles A y C, respecti-
vamente) y A431 (los simbolos negros en la Fig. 6A y la Fig. 6C corresponden a los paneles A y C, respectivamente).
En las curvas de respuesta a dosis, la supervivencia celular después de 72 h se expresa como porcentaje de células
vivas con respecto a las células sin tratar (alrededor de 3 x 10* células). En la Fig. 6B y la Fig. 6D (que corresponden
a los paneles B y D, respectivamente), se expresa el efecto anti-proliferativo de Ph-Erbicina (2 x 10" ufc/ml, la Fig.
6B corresponde al panel B) y Erbicina (20 ug/ml, la Fig. 6D corresponde al panel D) sobre células SKBR3 como
porcentaje de la sintesis de ADN en las células tratadas respecto de las células de control. En las células de control, se
incorporaron 1,2 x 10° cpm de [*H]timidina. Se analizaron scFv no relacionados (anti-NIP, anti-gp200-MR6), en su
formato en fagos (Ph-) o soluble, y fagos que carecian del resto de scFv (tn-fago) como controles.
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Fig. 7A y 7B. Efecto de Ph-Erbicina sobre la morfologia de las células SKBR3. Fig. 7A (que corresponde al Panel
A), células de control; Fig. 7B (que corresponde al panel B), células tratadas durante 72 h con Ph-Erbicina (6 x 10"

ufc/ml).

Fig. 8A y 8B. Unién de hERB-RNasa a células ErbB2-positivas y ErbB2-negativas y su efecto sobre la super-
vivencia celular. Fig. 8A, ensayos de ELISA de hERB-RNasa en células SKBR3 (simbolos oscuros), que expresan
niveles elevados del receptor, y en células A431 (simbolos claros), que expresan niveles muy bajos; Fig. 8B, efecto
de la ERB-RNasa sobre la proliferacion de células SKBR3 (simbolos oscuros) y A431 (simbolos claros). Las curvas
de respuesta a dosis se refieren al porcentaje de células vivas tratadas durante 72 h con el inmunoagente frente a las
células sin tratar (alrededor de 3x10%).

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencidn se refiere a un minianticuerpo de cadena simple (scFv) completamente humano, que se une
especificamente a ErbB2, y por tanto se denomina scFv anti-ErbB2, segtin la nomenclatura usada para los anticuerpos,
muy conocida para el experto en este campo. Este minianticuerpo tiene la propiedad de unirse al receptor ErbB2 y
provocar la inhibicién de su fosforilacion. Esta inhibicion es del orden del 65% como minimo, medida en células
SKBR3 mediante ensayos con anticuerpos anti-fosfotirosina llevados a cabo con extractos celulares pretratados a
intervalos de tiempo crecientes (de 1 a 7 horas) con Erbicina, para detectar la disminucion del nivel de fosforilacién

del receptor. Esto se describe con detalle en los Ejemplos de la presente descripcion. Dicho minianticuerpo tiene un
efecto citostdtico y citotdxico sobre las células que expresan el receptor ErbB2.

Se debe indicar que en las secuencias enumeradas mds adelante en la presente memoria, las secuencias subrayadas
en negrita son relevantes para la presente invencién. Corresponden a las CDRs, las regiones determinantes de la
complementariedad.

El minianticuerpo scFv descrito en la presente invencién tiene la siguiente secuencia de aminodcidos, definida
como SEQ ID N° 20 - Secuencia de aminodcidos del minianticuerpo (scFv):

QVQLLQSAAEVKKPGESLKISCKGSGYSFTSYWIGWVRQMPGKGLEWMGHYPG
DSDTRYSPSFOGQVTISADKSISTAYLQWSSLKASDTAVYYCARWRDSPLWGQG
TLVTV-SSGGGGSGGGGSGGSAL-
QAVVTQEPSFSVSPGGTVTLTCGLSSGSVSTSYYPSWYQQTPGQAPRTLIYSINTR
SSGVPDRFSGSILGNKAALTITGAQADDESDYYCYVLYMGSGQYVFGGGTKLTVL
G

codificada por el ADN de SEQ ID N° 19 - Secuencia de ADN del minianticuerpo (scFv):

5'-CAGGTGCAGCTGTTGCAGTCTGCAGCAGAGGTGAAAAAGCCCGGGBGAGTCT
CTGAAGATCTCCTGTAAGGGTTCTGGATACAGCTTTACCAGCTACTGGATCGG
CTGGGTGCGCCAGATGCCCGGGAAAGGCCTGGAGTGGATGGGGATCATCTAT

CCTGGTGACTCTGATACCAGATACAGCCCGTCCTTCCAAGGCCAGGTCACC

ATCTCAGCCGACAAGTCCATCAGCACCGCCTACCTGCAGTGGAGCAGCCTGAA
GGCCTCGGACACGGCCGTGTATTACTGTGCAAGATGGCGCTGATICGCCITTG
TGGGGCCAAGGTACCCTGGTCACCGTC-TCGAGTGGTGGAGGCGGTTCAGGCG
GAGGTGGCTCTGGCGGTAGTGCACTT-CAGGCTGTGGTGACTCAGGAGCCATC
GTICTCAGTGTCCCCTGGAGGGACAGTCACACTCACTTGTGGCTIGAGCTCIG
GCTCAGTCTCTACTAGTTACTACCCCAGCTGGTACCAGCAGACCCCAGGCCA

GGCTCCACGCACGCTCATCTACAGCACAAACACTCGCTCTTCTGGGGTCCCT
GATCGCTTCTCTGGCTCCATCCTTGGGAACAAAGCTGCCCTCACCATCACGGGG

GCCCAGGCAGATGATGAATCTGATTATTACTGTGTGCTGTATATGGGTAGTG
GCCAGTATGYATTCGGCAGAGGGACCAAGCTGACCGTCCTAGAT-2?
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La presente invencién comprende todas las secuencias de nucleétidos que, por la degeneracién del cédigo genético,
pueden codificar la presente secuencia de aminoacidos.
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Se hace referencia a las siguientes secuencias adicionales en este texto:

SEQ ID N° 1 - Secuencia de ADN de la regién VH (region variable de la cadena pesada):

5'~CAGGTGCAGCTGTTGCAGTCTGCAGCAGAGGTGAAAAAGCCCGGGGAGTCT
CTGAAGATCTCCTGTAAGGGTTCTGGATACAGCTTTACCAGCTACTGGATCGG
CTGGGTGCGCCAGATGCCCGGGAAAGGCCTGGAGTGGATGGGGATCATCTAT

CCTGGTGACTCTGATACCAGATACAGCCCGTCCTTCCAAGGCCAGGTCACC

ATCTCAGCCGACAAGTCCATCAGCACCGCCTACCTGCAGTGGAGCAGCCTGAA
GGCCTCGGACACGGCCGTGTATTACTGTGCAAGATGGCGTIGATICGCCITTG
TGGGGCCAAGGTACCCTGGTCACCGTC~3’

SEQ ID N° 11 - Secuencia de ADN de la region VL (region variable de la cadena ligera):

5’-CAGGCTGTGGTGACTCAGGAGCCATCGTTCTCAGTGTCCCCTGGAGGGAC

AGTCACACTCACTTGTGGCTTGAGCTCTGGCTCAGTCTCTACTAGTTACTA
CCCCAGCTGGTACCAGCAGACCCCAGGCCAGGCTCCACGCACGCTCATCTAC
AGCACAAACACTCGCTCTTCTGGGGTCCCTGATCGCTTCTCTGGCTCCATCC
TTGGGAACAAAGCTGCCCTCACCATCACGGGGGCCCAGGCAGATGATGAATC
TGATTATTACTGTGTGCTGTATATGGGTAGTGGCCAGTATGTATTCGGCGG

AGGGACCAAGCTGACCGTCCTAGGT-3’

SEQ ID N°9 - Secuencia de ADN del “LIGADOR” (regién que conecta VH y VL):
5'-TCGAGTGGTGGAGGCGGTTCAGGCGGAGGTGGCTCTGGCGGTAGTGCACTT
-3

y las secuencias de aminogcidos correspondientes son, respectivamente, las siguientes:

SEQ ID N° 2: Secuencia de aminoécidos de la region VH (regién variable de la cadena pesada):

QVQLLQSAAEVKKPGESLKISCK GSGYSFTSYWIGWVRQMPGKGLEWMGIIYPG
DSDTRYSPSFOGQVTISADKSISTA YLQWSSLKASDTAVYYCARWRDSPLWGQG
TLVTV

SEQ ID N° 12 - Secuencia de aminodacidos de la regiéon VL (region variable de la cadena ligera):

QAVVTQEPSFSVSPGGTVTLTCGLSSGSYSTSYYPSWYQQTPGQAPRTLIYSTNTR
SSGVPDRFSGSILGNKAALTITGAQADDESDYYCVLYMGSGQYVFGGGTKLTVL

G
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y SEQ ID N° 10 - Secuencia de aminodcidos de la regién del “LIGADOR” (péptido que conecta VH y VL):

SSGGGGSGGGGSGGSAL

Las regiones en negrita dentro de las secuencias SEQ ID N° 1 y SEQ ID N° 11 corresponden a las secuencias que

codifican CDR-1, CDR-2 y CDR-3 de las cadenas VH y VL, y se indican respectivamente como:

SEQ ID N° 3 - Secuencia de ADN de la regién CDR-1 de la cadena VH:

5’-AGCTACTGGATCGGC-3’

SEQ ID N°5 - Secuencia de ADN de la regién CDR-2 de la cadena VH:
S’-ATCATCTATCCTGGTGACTCTGATACCAGATACAGCCCGTCCTTCCAAGGC-
3 2

SEQ ID N° 7 - Secuencia de ADN de la regién CDR-3 de la cadena VH:

5’-TGGCGTGATTCGCCTTTG-3’

SEQ ID N° 13 - Secuencia de ADN de la regién CDR-1 de la cadena VL:

5’-GGCTTGAGCTCTGGCTCAGTCTCTACTAGTTACTACCCCAG-
3 2

SEQ ID N° 15 - Secuencia de ADN de la regién CDR-2 de la cadena VL:

5’-AGCACAAACACTCGCTCTTCT-3*

y SEQ ID N° 17 - Secuencia de ADN de la regién CDR-3 de la cadena VL:

5’-GTGCTGTATATGGGTAGTGGCCAGTATGTA-3’

Tal como se publicé previamente (49), las regiones CDR (regiones determinantes de la complementariedad) corres-

ponden a las regiones que concurren para definir el sitio de contacto entre el antigeno y el anticuerpo. Asi, estin
especificamente implicadas en la especificidad de union. Las secuencias de aminodcidos correspondientes se indican
como:

SEQ ID N° 4 - Secuencia de aminodcidos de la regiéon CDR-1 de la cadena VH: SYWIG
SYWIG
SEQ ID N° 6 - Secuencia de aminodcidos de la region CDR-2 de la cadena VH:

IIYPGDSDTRYSPSFQG
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SEQ ID N° 8 - Secuencia de aminoacidos de la regién CDR-3 de la cadena VH:

WRDSPL

SEQ ID N° 14 - Secuencia de aminodcidos de la regién CDR-1 de la cadena VL:

GLSSGSVSTSYYPS
SEQ ID N° 16 - Secuencia de aminodacidos de la region CDR-2 de la cadena VL:

STNTRSS

SEQ ID N° 18 - Secuencia de aminodcidos de la regién CDR-3 de la cadena VL:

VLYMGSGQYV

En particular, el ligador es un fragmento peptidico o péptido, por ejemplo de una longitud de alrededor de 15
residuos de aminodcidos, que preferiblemente comprende residuos de glicocola.

Un aspecto adicional de la invencién es el uso de tales secuencias de ADN, en particular las que codifican VH; VL
y CDR-1-2y-3de VHy CDR-1, -2y -3 de VL para la construccién de proteinas quiméricas y proteinas de fusion, de
las cuales las anteriores secuencias de aminodcidos representan la porcién dotada de especificidad de unién, o capaz
de conferir tal especificidad.

Dentro del alcance de la presente invencién estdn las proteinas de fusién que comprenden al menos dos regiones
funcionales diferentes, tanto VH como VL, o SEQ ID N° 20.

Parte de la descripcion describe el procedimiento para el aislamiento de scFv anti-ErbB2 humano a partir de una bi-
blioteca de fagos de fragmentos de anticuerpos de origen humano (Griffin 1.). El minianticuerpo identificado muestra
una actividad antiproliferativa intrinseca, intensa y selectiva sobre las células que sobreexpresan ErbB2. Se ha aislado
por medio de una seleccidn llevada a cabo en una biblioteca de fagos realizando una inmunoadsorcién con el antigeno
expresado in vivo en células vivas que sobreexpresan el antigeno ErbB2. La estrategia de seleccion se basé en el uso
de dos combinaciones de lineas celulares, que comprendian una linea celular ErbB2-positiva y una ErbB2-negativa.
Mediante esta aproximacién se ha descubierto que el scFv expresado en fagos (denominado Ph-Erbicina) reconocié
especificamente el receptor ErbB2, sin reactividad cruzada con el EGFR relacionado estructuralmente (ErbB1) expre-
sado a niveles elevados en células A431 (Tabla I). Se debe subrayar que el scFv aislado pudo distinguir ErbB2 de
todos los demds miembros de la familia ErbB, tales como ErbB3 y ErbB4, expresados a muy bajo nivel en las lineas
celulares SK-OV-3 y SKBR3, respectivamente.

El scFv anti-ErbB2 (minianticuerpo) se ha obtenido también en forma soluble como una proteina pura a partir del
extracto periplasmico de células bacterianas infectadas con el clon de fagos positivos. Se ha descubierto que el scFv
anti-ErbB2 en su forma soluble, denominado Erbicina, mantiene su especificidad de unién al receptor.

Se ha descubierto que Ph-Erbicina y Erbicina se interiorizan rapidamente mediante endocitosis en las células que
sobreexpresan ErbB2. Ademds, ambos inmunorreactivos muestran un efecto antiproliferativo intenso sobre las lineas
celulares ErbB2-positivas, y el grado correspondiente de su actividad antitumoral se correlaciona con el nivel de
expresion de ErbB2 en las superficies celulares (Tabla I). No se ha detectado ningtin efecto sobre las lineas celulares
ErbB2-negativas.

Se ha descubierto que Ph-Erbicina tiene un efecto antiproliferativo (citostitico) sobre todas las células tumorales
ErbB2-positivas, mientras su efecto sobre SKBR3 es citotéxico, con la induccién de la apoptosis. El mecanismo que
es la base de esta elevada sensibilidad de las células SKBR3 hacia los inmunorreactivos anti-ErbB2 parece depender
de un bucle de activacién autocrino, a su vez dependiente de la sobreexpresion no solamente del receptor ErbB2, sino
también de su ligando. Este bucle seria interrumpido por scFv anti-ErbB2.

Ph-Erbicina es el primer ejemplo de scFv humano expresado en fagos, con una accién citostatica/citotéxica de-
pendiente de la dosis. De hecho, se ha descubierto que el scFv anti-ErbB2 informado aqui es mds activo como agente
antitumoral cuando se expresa en un fago que en su formato soluble. Probablemente, el scFv expresado en el fago es
més estable, y/o adquiere una conformacién diferente que incrementa su efecto biolégico. De manera alternativa, aun-
que la mayoria de los fagos expresan un tnico scFv, no se puede excluir la posibilidad de que ciertos fagos expresen
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mas copias de los fragmentos scFv. Este incremento de la valencia de anticuerpos puede explicar la eficacia superior
del scFv en el formato en fagos.

En cualquier caso, el scFv anti-ErbB2 humano segtn la invencién es capaz, tanto en su formato soluble como en
fago, de ser interiorizado de manera eficaz por las células objetivo que sobreexpresan ErbB2, y de inhibir especifica-
mente su crecimiento, o de generar un efecto citotéxico. Dado su origen completamente humano, la Erbicina soluble
no seria inmundgena en pacientes humanos; por tanto, representa un principio activo ideal para la terapia antineopla-
sica en la que las células tumorales expresan el receptor ErbB2, tales como las células de los carcinomas de mama,
ovario y pulmén.

Ademéds, tanto Ph-Erbicina como Erbicina, por su interiorizacién eficaz en las células objetivo, se pueden usar
como vehiculos para dirigir fArmacos o toxinas (conocidos para el experto) al citosol de las células tumorales selec-
cionadas como objetivo. Esto deberia incrementar el potencial antitumoral de las moléculas transportadas, fusionadas
en quimeras con el scFv, y deberia disminuir su posible toxicidad sistémica.

Las composiciones farmacéuticas segin la invencién comprenden como principio activo una cantidad eficaz de
Erbicina, soluble o en formato en fagos; Erbicina como proteina fusionada a las regiones constantes de anticuer-
pos humanos, o a toxinas o moléculas con potencial citotéxico, tales como enzimas con actividad ribonucleasa o
proteasa.

A este respecto, ya se ha preparado: 1. una proteina de fusién completamente humana, denominada ERB-Ab, cons-
tituida por Erbicina fusionada a las regiones constantes de las inmunoglobulinas humanas G1; 2. una InmunoRNasa, es
decir, una proteina de fusién completamente humana, denominada hERB-RNasa, constituida por Erbicina fusionada a
una enzima humana con actividad de ribonucleasa (ribonucleasa pancredtica humana).

Erb-Ab es practicamente un anticuerpo completamente humano, capaz de reconocer especificamente células tu-
morales ErbB2-positivas y destruirlas de manera selectiva. Representa un fairmaco anticanceroso potencialmente mas
eficaz que el fragmento de anticuerpo de cadena simple correspondiente (Erbicina). Debido a su tamafio mayor y a la
presencia de una porcion Fc, se espera que Erb-Ab tenga una semivida mds larga en los fluidos corporales humanos,
y un efecto citotéxico mds intenso sobre las células objetivo, obtenido mediante la activacién de las reacciones de
ADCC (citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos) y de CDCC (citotoxicidad celular dependiente del comple-
mento). La preparaciéon de ERB-Ab se obtuvo por medio de las siguientes etapas basicas: (i) aislamiento del cADN
que codifica Erbicina; (ii) fusién de dicho cADN a un cADN que codifica las regiones constantes (CH2 y CH3) y el
péptido de la bisagra de las cadenas pesadas humanas de la inmunoglobulina G1, clonados en el vector de expresion
plgplus (Novagen). Se siguié la metodologia estdndar (50) descrita para reacciones de fusion similares de moléculas
de scFv a regiones constantes de anticuerpos; (iii) expresion del cADN de fusion resultante en células eucaridticas
(P3X de un mieloma murino).

La InmunoRNasa hERB-RNasa se obtuvo por medio de las siguientes etapas basicas: (i) fusién del cADN que
codifica Erbicina al cADN que codifica la RNasa pancredtica humana. Se interpuso un fragmento de ADN que codifi-
caba un péptido espaciador de 11 residuos de aminodcidos (AAASGGPEGGS, SEQ ID N° 24) entre las dos regiones
codificantes; (ii) expresion del cADN de fusién resultante en Escherichia coli; (iii) aislamiento y caracterizacién de la
proteina recombinante. Su caracterizacion estructural y funcional indic6 que: (i) reconoce especificamente las células
positivas para el receptor; (ii) estd dotado de actividad enzimatica (ribonucleolitica); (iii) se analiza con lineas celulares
positivas y negativas para el receptor y destruye especificamente las células positivas para el receptor, y por lo tanto
es capaz de distinguir entre las células objetivo y las que no lo son. La hERB-RNasa es la primera Inmuno-RNasa
completamente humana, es decir, una proteina quimérica constituida por un resto de anticuerpo humano fusionado a
una enzima humana ribonucleolitica.

Por su naturaleza humana, se espera que la hERB-RNasa se tolere bien en humanos, porque no es inmunégena y
no es toxica, ya que la ribonucleasa se hace t6xica solamente cuando se transporta a una célula objetivo. Debido a que
contiene un resto de anticuerpo sumamente especifico para las células tumorales que expresan el receptor ErbB2, la
hERB-RNasa representa un nuevo farmaco anticanceroso prometedor para los carcinomas de mama, colon, ovario y
otros carcinomas. Hasta la fecha, se usa un farmaco anticanceroso basado en un unico anticuerpo en la terapia, con
el nombre comercial Herceptina. Esta, sin embargo, es una molécula murina “humanizada”. La inmunoRNasa basada
en Erbicina, sin embargo, es completamente humana, y, de hecho, es el primer agente anticanceroso basado en un
anticuerpo completamente humano.

Las composiciones farmacéuticas segun la invenciéon comprenden ademds aditivos, diluyentes, adyuvantes y exci-
pientes conocidos para el experto en este campo. Ademds, las dosis y los protocolos de administracion son funcionales
para el sujeto y el tipo de enfermedad a tratar.

Se deben considerar dentro del alcance de la presente invencién los vectores de expresion y de clonacién tal como
se exponen en las reivindicaciones, Utiles para transfectar células procaridticas o eucaridticas con el fin de obtener la
expresion del ADN o de secuencias de aminodcidos tal como se reivindican. Para optimizar o facilitar la purificacion
de los minianticuerpos recombinantes o de las secuencias proteicas descritas en la presente invencion, éstas pueden
contener regiones “marcadoras”, p.ej. obtenidas mediante la expresion de las secuencias de ADN correspondientes
fusionadas en el marco de lectura con las proteinas descritas. Un ejemplo de secuencia “marcadora” es la secuencia
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de polihistidina (HHHHHH, SEQ ID N° 21), que permite la purificacién de traducciones recombinantes en columnas
de afinidad con metales pesados.

Los anticuerpos y las proteinas, asi como los vectores segtin la presente invencidn, se pueden preparar convenien-
temente en forma de equipos, y usarlos para el diagndstico o la terapia.

La presente invencion se ilustrard en la presente memoria mediante ejemplos descriptivos no limitantes con refe-
rencia a las Figuras adjuntas.

Ejemplo 1
Seleccion Paralela en Diferentes Lineas Celulares para Aislar un scFv Humano Especifico de ErbB2

La estrategia ideada para el aislamiento de un scFv anti-ErbB2 a partir de la biblioteca Griffin.1 (19) consistié
en una seleccién doble, con el uso de dos combinaciones diferentes de lineas celulares “positivas”, es decir, que
albergaban el antigeno, y “negativas”. En la primera combinacion, se usaron células NIH 3T3 transfectadas con ADN
que codifica ErbB2 humano (23) como células positivas para el antigeno, y células NIH 3T3 sin transfectar como
células negativas para el antigeno. En la segunda combinacidn, se usé una linea celular de cadncer de mama humano,
que expresa de manera natural niveles elevados del receptor ErbB2 (células SKBR3), y una linea celular de carcinoma
epidermoide humano (células A431), que expresa el receptor a niveles muy bajos, como células positivas y negativas
para el antigeno, respectivamente. La estrategia de usar dos combinaciones de lineas celulares positivas y negativas se
ided para garantizar una seleccién eficaz de los clones anti-ErbB2.

En cada ronda de seleccidn, se incub6 una mezcla de células “positivas” (alrededor del 10%), marcadas previamen-
te con un fluorocromo, y células “negativas” sin marcar (90%) con la biblioteca de expresion en fagos de anticuerpos
(10" ufc por seleccion). Las células negativas se usaron para reducir en la biblioteca de fagos los anticuerpos que se
unen a antigenos comunes. Después de 16 h de incubacién a 4°C, las células se lavaron, y las marcadas (alrededor de
1 x 10° células) se aislaron mediante separacién de células activada por fluorescencia (FACS). Los fagos unidos a la
superficie celular se desplazaron (1 x 107 ufc) y se usaron para infectar la cepa bacteriana TG1 de E. coli. Inicialmente,
se llevaron a cabo dos rondas de seleccién con las lineas celulares SKBR3 y A431. Los fagos positivos, que se unieron
selectivamente a la linea celular ErbB2-positiva, se sometieron a dos rondas de seleccion adicionales, mediante el
uso de la misma combinacién de células (estrategia 1), o las lineas celulares NIH 3T3 transfectadas y sin transfectar
(estrategia 2). La estrategia 2 se implementd para verificar la posibilidad de incorporar fagos con una afinidad de unién
superior mediante el uso de células que expresan niveles mas bajos de ErbB2.

A partir de la dltima ronda de seleccién de las estrategias 1 y 2, se aislo un total de cuarenta clones, y se identificaron
como clones ErbB2-positivos mediante cribado con ELISA, llevado a cabo con ambas combinaciones de células.

El ADN que codifica las regiones variables de estos clones positivos se amplificé mediante PCR, y después se
analizé mediante digestiéon con las enzimas de restriccion BstNI y BsalJl. Se obtuvieron dos patrones de digestién
diferentes (denominados tipo A y B); éstos se observaron en clones aislados mediante la estrategia 1 o la estrategia
2. El andlisis de la secuencia del ADN que codificaba las regiones variables de los multiples clones seleccionados,
representativos de cada patrén de restriccidn, identific dos secuencias de cADN diferentes, que codificaban dos scFv
humanos nuevos. El descubrimiento de que estos scFv se seleccionaban independientemente mediante el uso de dos
combinaciones diferentes de lineas celulares positivas y negativas para el antigeno llevé a considerarlos posibles
candidatos de scFv especifico de ErbB2.

Los andlisis de la secuencia de los miiltiples clones positivos de tipo A y B indicaron que la regién variable de la
cadena pesada (VH) del scFv de tipo A perteneci6 a la familia VHS (derivada del gen DP-73 de la linea germinal de
VH), mientras la regién VH del scFv de tipo B perteneci6 a la familia VH3 (derivada del gen DP-38). Se descubri6
que la regién variable de la cadena ligera (VL) del scFv de tipo A y B pertenecié a las familias VL8 (derivada del gen
DPL-21 de la linea germinal de VL) y VL1 (gen DPL-3), respectivamente.

Se usaron clones representativos de tipo A y B para los andlisis adicionales.

Ejemplo 2
Caracterizacion de la Especificidad de los Anticuerpos de Fagos

Para verificar si estos clones eran realmente especificos para ErbB2, se analizaron en su formato en fagos mediante
transferencia de Western llevada a cabo con extractos celulares ricos en antigeno preparados a partir de la linea celular
SKBR3. Tal como se muestra en la Fig. 1, los fagos que expresaban scFv positivos (N.B.: del clon A7) reconocieron
una proteina de aproximadamente 185 kDa, el peso molecular esperado para el antigeno ErbB2. En el mismo expe-
rimento, se reconocié una proteina que correspondia al mismo tamafio molecular mediante el mAb MgR6 murino
(24), que se sabe que se dirige contra ErbB2 (25, 26). No se detectaron bandas positivas cuando se usé una prepa-
racién de fagos con un scFv anti-tiroglobulina como control negativo (véase la Fig. 1). De manera notable, también
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se obtuvo una banda positiva del peso molecular esperado (véase la Fig. 1) cuando la transferencia de Western se
llevé a cabo con el clon de fagos de tipo A con ErbB2 previamente aislado de extractos de células SKBR3 mediante
inmunoprecipitacién con el mAb MgR6 anti-ErbB2.

Estos resultados confirman de manera inequivoca que los scFv del clon de tipo A se unieron especificamente a
ErbB2. Debido a que el clon de tipo B reconoci6 la banda de la proteina ErbB2, pero también proteinas adicionales en
el lisado celular (datos no mostrados), se llevaron a cabo andlisis adicionales con el clon A, denominado Ph-Erbicina
(scFv en su formato en fagos).

Se analizé Ph-Erbicina mediante citometria de flujo en funcién de su capacidad de unirse a un panel de lineas
celulares tumorales humanas que expresan niveles elevados de ErbB2. Se eligieron las lineas celulares que no se
habian usado previamente en el procedimiento de aislamiento de fagos. Las células se incubaron con Ph-Erbicina, se
lavaron dos veces con PBS, y se trataron con un mAb murino dirigido contra el fago M13. Para la deteccién se usé
IgG anti-ratén de conejo marcado con fluorescencia.

Tal como se muestra en la Fig. 2 (paneles A, Cy E) y en la Tabla I, Ph-Erbicina proporcioné un marcaje intenso de
las células MDA-MB453 y BT-474 de carcinoma de mama, y de las células SK-OV-3 de adenocarcinoma ovarico. Al
contrario, no se detect6 fluorescencia cuando las mismas células se incubaron con un fago-scFv anti-NIP irrelevante
(27). La intensidad de marcaje producida mediante Ph-Erbicina fue comparable a la obtenida con el mAb MgR6
murino anti-ErbB2 (Fig. 2, paneles B, D y F).

También se obtuvieron resultados positivos con células SKBR3 y células NIH 3T3 transfectadas con ErbB2 some-
tidas a anélisis con Ph-Erbicina, mientras no se detecté union a células NIH 3T3 sin transfectar con ErbB2 o a la linea
celular A431 (véase la Tabla I) que expresaban ErbB2 a niveles bajos (28, 29). Se deberia observar que las células
A431 expresan el receptor de EGF homélogo a un nivel elevado (2 x 10° receptores por célula) (30, 31).

Estos resultados demuestran que Ph-Erbicina: (i) puede distinguir entre las lineas celulares que expresan ErbB2
y las que no lo expresan; (ii) reconoce especificamente del dominio extracelular de ErbB2; y (iii) distingue entre los
receptores ErbB2 y EGFR a pesar de su gran identidad de secuencias.

Ademads, los datos sugieren una correlacién positiva entre el grado de unién de Ph-Erbicina a las células ErbB2-po-
sitivas y el nivel de expresion de ErbB2 en estas lineas celulares. Esto se determind mediante los resultados obtenidos
con el mAb MgR6 anti-ErbB2 (véase la Tabla I). Ya que MgR6 titula de manera eficaz ErbB2 en la superficie celular,
los datos de fluorescencia obtenidos con este mAb representan una medida de los niveles de expresion del receptor en
las lineas celulares analizadas.

Ejemplo 3
Expresion y Caracterizacion de Erbicina Soluble

Para preparar scFv anti-ErbB2 humano a partir del clon de tipo A en forma de una molécula soluble, se usé el
vector de fagémido pHEN2 (un derivado del vector pHEN1 (27)) que contenia el ADN que codifica Erbicina para
transformar la cepa bacteriana SF110 (32). Tras la induccién con IPTG, se prepard un extracto peripldsmico como se
describid previamente (33).

Para verificar si el scFv anti-ErbB2 soluble conservé las propiedades de unién del scFv expresado en fagos, el
extracto peripldsmico se analizé mediante ELISA, asi como mediante citometria de flujo con el uso de las lineas celu-
lares analizadas con Ph-Erbicina. Los resultados de ambos andlisis demostraron que el scFv anti-ErbB2 soluble se une
selectivamente a las células que albergan el antigeno (datos no mostrados). En su formato soluble, el inmunorreactivo
scFv se denomind Erbicina.

Debido a que el cADN que codifica el scFv se clon6 en el vector pHEN2 fusionado a la secuencia C-terminal de
hexahistidinas (SEQ ID N° 21), la Erbicina recombinante se purific6 mediante cromatografia de afinidad con metal
inmovilizado (IMAC) mediante el uso de agarosa Ni-NTA, y después se analizé6 mediante electroforesis de SDS-
PAGE. Se obtuvo una tnica banda del peso molecular esperado (alrededor de 27 kDa) mediante tincién con azul
de Coomassie (Fig. 3). La Erbicina purificada se analiz6 también mediante transferencia de Western con un mAb
anti-marcador de His, o con el mAb 9E10 anti-myc (dirigido contra el péptido de 11 residuos de la proteina myc
fusionado en el extremo C-terminal del scFv). Mediante ambos andlisis, se visualizé una banda del tamafio esperado,
de aproximadamente 27 kDa (Fig. 3).

Ejemplo 4

Interiorizacion de Ph-Erbicina y Erbicina por las Células SKBR3

Después se analizo el scFv anti-ErbB2 humano nuevo, tanto en el formato en fagos como en el formato soluble, en
funcién de su capacidad de experimentar la endocitosis mediada por receptores en las células SKBR3. Para analizar el
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inmunorreactivo en el formato en fagos, se incubaron células cultivadas en cubreobjetos con Ph-Erbicina (10" ufc/ml)
durante 16 horas a 37°C. Después se lavaron las células exhaustivamente con PBS para eliminar la unién inespecifica,
seguido de cuatro lavados con un tampén de separacidn de glicocola de concentracién salina elevada y pH bajo para
retirar los fagos unidos especificamente a la superficie celular (34). Después, las células se fijaron y se permeabilizaron,
y los fagos interiorizados se visualizaron con un mAb anti-M13, seguido de un anticuerpo de conejo anti-IgG de ratén
conjugado con FITC. Como control, se us6 una preparacién de fago-scFv anti-NIP (10" ufc/ml).

Se observé una tincién intracelular intensa mediante microscopia confocal para Ph-Erbicina, mientras no se detectd
tincién con el fago-scFv anti-NIP (véase la Fig. 4, paneles A y D). Para determinar si las particulas infecciosas de
fagos equipados con anticuerpos se podrian recuperar del interior de las células, se repitié el experimento con células
cultivadas en placas de 6 pocillos, incubadas después con los fagos que portaban los anticuerpos durante 2 horas a 37°C.
Después del tdltimo lavado de separacidn, las células se disociaron de las placas de cultivo mediante tripsinizacién, se
lavaron tres veces con PBS y después se lisaron con trietilamina 100 mM (TEA). Las particulas de fagos, recuperadas
de los lisados celulares, se titularon mediante la infeccion de la cepa TG1 de E. coli, tal como se describié previamente
(34). El titulo de Ph-Erbicina en la fraccién de TEA fue mucho mayor (al menos un orden de magnitud) que el obtenido
mediante el uso de un fago-scFv anti-tiroglobulina como control (datos no mostrados).

Estos resultados indican que existe una correlacién estrecha entre la endocitosis de las particulas de fagos y la
elevada especificidad por el antigeno del scFv expresado en los fagos.

Para determinar si la Erbicina-A7 soluble también se interiorizé de manera eficaz, el scFv se incubé con las células
SKBR3 cultivadas en cubreobjetos durante 2 6 16 horas a 37°C. El scFv intracelular se identific6 mediante microscopia
confocal mediante el uso del mAb 9E10 anti-myc, seguido de anticuerpo de conejo anti-ratén conjugado con FITC.
Cuando se incub6 con Erbicina, se visualiz6 una fluorescencia intracelular intensa (Fig. 4, paneles B y C), mientras no
se detectd tincidn tras la incubacién durante los mismos periodos de tiempo con un scFv soluble anti-NIP irrelevante
(Fig. 4, paneles E y F), expresado y purificado como se describi6 para Erbicina.

Ejemplo 5
Efecto sobre la Fosforilacion de Tirosinas de ErbB2

Ya que los receptores de tirosina quinasa se activan por la unién del ligando con un incremento de la fosforilacion de
tirosina en el dominio C-terminal, se analizé el efecto de Erbicina sobre la fosforilacion de ErbB2. Se trataron células
SKBR3, privadas de nutrientes durante 16 h, durante periodos de tiempo crecientes a 37°C con Erbicina (12 ug/ml).
Las células se lisaron y se analizaron alicuotas equivalentes de los extractos mediante transferencias de Western en
paralelo, mediante el uso de un mAb especifico para fosfotirosina (mAb P-Tyr), o mAb MgR6 anti-ErbB2. Ambos
analisis se llevaron a cabo en presencia de un mAb anti-actina para comparar directamente los niveles de receptor
ErbB2 con los de fosforilacién de tirosinas. La intensidad de la sefial de las bandas positivas se estimd mediante
autorradiografia. En la Fig. 5 se muestra el efecto de Erbicina sobre la fosforilacién de ErbB2. Después de 1 h de
tratamiento ya fue detectable un efecto inhibidor intenso de la fosforilacién, y después de 7 h la inhibicién alcanzé un
74% en comparacién con las células sin tratar. En el mismo experimento, EGF, usado como control positivo, estimuld
de manera eficaz la fosforilacién de ErbB2 (véase el inserto de la Fig. 5). Este efecto estimulador de EFG se redujo
significativamente cuando las células se incubaron previamente con Erbicina (véase el inserto de la Fig. 5).

Ejemplo 6
Efecto sobre la Proliferacion de Células Tumorales

Se ha demostrado que ciertos mAbs anti-ErbB2 son interiorizados e inhiben la expresion de ErbB2, lo que podria
dar como resultado la inhibicién del crecimiento celular (4, 35). Debido a que tanto Ph-Erbicina como Erbicina-A7
son interiorizados, se analizé su efecto sobre la proliferacion de las células objetivo.

Las células se colocaron en placas en presencia o en ausencia de concentraciones crecientes de Ph-Erbicina. Des-
pués de intervalos de tiempo adecuados, se midi6 el grado de proliferacién celular mediante recuentos celulares (Fig.
6A) o sintesis de ADN (Fig. 6B). Como control, se repiti6 el experimento con preparaciones de fagos que carecian
del resto de Erbicina, o que expresaban scFv irrelevantes, tales como anti-NIP o anti-gp200-MR6 (36). Cuando se
analizaron con células SKBR3 durante 72 horas, se descubrié que Ph-Erbicina inhibia intensamente su proliferacion,
con un efecto citotéxico dependiente de la dosis (Fig 6A). Se calcul6 el valor de Cls, es decir, la concentracion capaz
de inhibir la proliferacién celular un 50%, de 2,8 x 10'° ufc/ml. No se detecté ningtin efecto sobre la proliferacién
celular con los fagos de control (Fig 6B). Ademads, Ph-Erbicina no tuvo efecto sobre la proliferacién de las células
A431 (véase la Fig. 6A), lo que indica la naturaleza selectiva de la actividad de este reactivo.

Cuando el scFv anti-ErbB2 se analizé con células SKBR3 en su formato soluble, es decir, como Erbicina (véase
la Fig. 6C y D), se descubri6 que mantenia su capacidad de inhibir intensamente la proliferacién celular, y de reducir
el nimero de células viables de una manera dependiente de la dosis, con un valor de Cls, de 6,4 ug/ml (Fig. 6C). No
se detect6é ningtn efecto con el scFv anti-NIP de control; de manera similar, se descubrié que Erbicina era ineficaz

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 334 895 T3

sobre las células A431. Ademas, el efecto de Erbicina se analiz6 también con fibroblastos NIH 3T3 transfectados con
ErbB2. En este caso, dado el nivel mds bajo de ErbB2 en las células transfectadas en comparacién con las células
SKBR3 (véase la Tabla I), las células se privaron de nutrientes antes del tratamiento, para incrementar el efecto del
inmunorreactivo (15 pg/ml). En estas condiciones, sobrevivieron menos de un 50% de las células, mientras las células
sin transfectar, analizadas en paralelo, no se vieron afectadas por Erbicina (datos no mostrados).

Estos resultados indican que el nuevo scFv anti-ErbB2 humano exhibe su capacidad de inhibir la proliferacién de
las células objetivo tanto en su formato soluble (Erbicina) como en su formato en fagos (Ph-Erbicina).

Para comparar directamente la potencia de las actividades citotéxicas de Erbicina y Ph-Erbicina sobre las células
SKBR3, se expreso el valor de Cls, de 2,8 x 10'° ufc/ml calculado para Ph-Erbicina (véase anteriormente) también en
cuanto a la concentracién de scFv (1,3 ng/ml) en la preparacion de fagos, suponiendo que hay presente una molécula
de scFv por particula de fago. Comparando este valor con el obtenido con Erbicina (6,4 ug/ml, véase la Fig. 6C), el
scFv en el formato en fagos pareci6 ser de alrededor de 5000 veces mds activo como agente antitumoral que el scFv
soluble.

La capacidad de Ph-Erbicina de inhibir la proliferacion celular se analiz6 también con otras células tumorales
humanas que expresan niveles elevados de ErbB2, tales como células MDA-MB453, BT-474, y SK-OV-3, y con fi-
broblastos NIH 3T3 murinos transfectados con ErbB2 humano. La proliferacion de todas estas lineas celulares ErbB2-
positivas se inhibi6 intensamente mediante Ph-Erbicina, mientras no se detect6 ningiin defecto antiproliferativo en las
células A431 ErbB2-negativas y en los fibroblastos NIH 3T3 sin transfectar (véase la Tabla I). Los valores de Cls,
obtenidos con estas células ErbB2-positivas estdn en el intervalo de 10" ufc/ml, es decir, un orden de magnitud mayor
que el valor determinado para las células SKBR3. También se deberia indicar que el efecto de Ph-Erbicina sobre estas
cuatro lineas celulares pareci6 ser citostatico, mas que citotdxico, ya que en ningliin momento se observé que el nimero
de células supervivientes fuera menor que el nimero de células sembradas en las placas. La sensibilidad mayor de las
células SKBR3 hacia Ph-Erbicina se confirma adicionalmente por la observacién de que la incubacién de las células
SKBR3 con Ph-Erbicina conduce a un cambio dréstico en la morfologia celular y la aparicion de restos celulares; no se
observaron tales cambios con las otras lineas celulares ErbB2-positivas analizadas en este estudio (Fig. 7). Estos datos
indican que la reduccion dréstica de las células viables observada para las células SKBR3 tratadas con los reactivos
de Erbicina se debe a la induccién de la muerte celular.

Para determinar si el mecanismo de la muerte celular se da por medio de la induccién de la apoptosis, se usé
anexina V para medir la aparicion de fosfatidilserina, un marcador de la apoptosis, en la ldmina externa de la membrana
plasmatica de las células SKBR3. Se descubri6 que las células tratadas con Ph-Erbicina o Erbicina unian el doble de
anexina V conjugada con FITC que las células sin tratar o las células tratadas con un scFv anti-NIP de control, en su
formato en fagos o en su formato soluble (Tabla II). Esto indica que la muerte celular inducida por Erbicina es la de la
apoptosis.

TABLA I

Andlisis mediante FACS de la union de Ph-Erbicina a una serie de lineas celulares que expresan diferentes niveles de
ErbB2

La unién se midié a partir de la intensidad de fluorescencia media (MFI). Se midieron los niveles de expresion
de receptores con el mAb murino MgR6 como anticuerpo anti-ErbB2 especifico. También ese tabulé el efecto de Ph-
Erbicina sobre la proliferacion celular tras 96 h de tratamiento, expresado en forma de valores de Clsy.

Linea celular Inhibicion del crecimiento  Unién de ErbB2

(Clso, ufc/mli) (MF1)®

Ph-Erbicina Ph-Erbicina mAb MgR6
SKBR3 1,2x 10" 423 260
MDA-MB453 14 x 10" 260 160
BT-474 2,5x 10" 100 145
NIH 3T3 3,5x 10" 161 120

(transf. con ErbB2)
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SK-OV-3 40x 10" 90 92
NIH 3T3 b 30 10
A431 =P 0 0

? Los valores tabulados se obtuvieron restando de los valores de MFI el nivel de fluo-
rescencia basal determinado con inmunorreactivos de control adecuados del mismo
isotipo; éstos fueron el mAb OKT3 y el scFv anti-NIP, para los datos obtenidos con el
mAb MgRé6 y Ph-Erbicina, respectivamente.

® No se observé ningun efecto sobre la proliferacion celular hasta 4,0 x 10" ufc/ml de
Ph-Erbicina.

TABLA II

Apoptosis de células SKBR3 tratadas durante 24 h con Ph-Erbicina, Erbicina o inmunorreactivos irrelevantes

% de células apoptéticas Proporcion MFI?

(células tratadas /

células de referencia)

células de referencia 16 1
Ph-anti-NIP 16 1
Ph-Erbicina 30 2
scFv anti-NIP 19 1
Erbicina 34 2
puromicina® 35,6 1,7

& MFI es la intensidad media de fluorescencia medida por FACS tras el tratamiento de
las células SKBR3 con Anexina V conjugada con FITC. |

® E| efecto de puromicina sobre las células SKBR3 se determino después de una incu-
bacién de 4 h.

Ejemplo 7
Cultivos celulares

La linea celular de tumor de mama humano SKBR3 vy la linea celular de carcinoma epidermoide humano A431
(amablemente proporcionadas por Menarini Research, Pomezia, Italia) se cultivaron en RPMI 1640 (Gibco BRL, Life
Technologies, Paisley, R.U.). Las lineas celulares de tumor de mama humano BT-474 y MDA-MB453 (una amable
donacién de H. C. Hurst, ICRF, Londres), la linea celular de ovario humano SK-OV-3 (una amable donacién de 1.
McNeish, ICRF, Londres), y los fibroblastos murinos NIH-3T3 (American Type Culture Collection, Rockville, MD,
EE.UU., cédigo n° CRL-1658) se cultivaron en DMEM (Gibco BRL). La linea de fibroblastos NIH-3T3 transfectados
con ErbB2 humano, amablemente proporcionada por N. E. Hynes (Friederick Miescher Institute, Suiza), se cultivé en
DMEM que contenia 1 mg/ml de G418 (Gibco BRL). Los medios se complementaron con un 10% de suero bovino
fetal, 50 unidades/ml de penicilina, y 50 ug/ml de estreptomicina (todos de Gibco BRL).
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Ejemplo 8
Anticuerpos

Se usaron los siguientes anticuerpos en el presente estudio: mAb anti-M 13 murino (Amersham Pharmacia Biotech,
Little Chalfont, R.U.); mAb murino 9E10 dirigido contra la proteina marcadora myc (45); mAb murino anti-marcador
de His (Qiagen, West Sussex, R.U.); mAb MgR6 murino anti-ErbB2 (donacién de Menarini Research, Pomezia, Italia)
(24); anticuerpo de conejo anti-inmunoglobulina de ratén conjugado con FITC, e inmunoglobulinas de conejo anti-
ratén conjugadas con HRP (ambos de Dako, Cambridgeshire, R.U.); mAb P-Tyr murino anti-fosfotirosina (PY99)
(Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA); el scFv anti-gp200-MR6 se aislé como se describe en (36); mAb
murino anti-actina (Sigma, St. Louis, MO, EE.UU.). Los scFv anti-NIP (4-hidroxi-3-nitro-5-yodofenilacetilo) (27) y
anti-tiroglobulina fueron amablemente proporcionados por el Dr. G. Winter.

Ejemplo 9
Selecciones de scFv-fago con células vivas

Las células ErbB2-positivas se marcaron como sigue. La linea de células SKBR3 de tumor de mama humano,
que expresan de manera natural niveles elevados de ErbB2, y los fibroblastos NIH-3T3, transfectados con ErbB2
humano, cultivados en matraces de 250 ml (Becton Dickinson, Oxford, R.U.) hasta un 70-80% de confluencia, se
separaron con la disolucién de disociacién celular, adquirida de Sigma, y se lavaron dos veces con PBS. Las células se
resuspendieron después en 1 ml de PBS precalentado, que contenia 15 uM de 5(6)-CFDA, SE (diacetato de 5-(y 6)-
carboxifluoresceina, isomeros mezclados de éster de succinimidilo) (Molecular Probes, Eugene, OR), y se incubaron
durante 30 min a 37°C. Después de tres lavados con PBS frio, las células se resuspendieron (1 x 10 células/ml), y se
analizé el nivel de fluorescencia mediante citometria de flujo antes de cada ronda de seleccion de fagos.

Las particulas de fagémidos se recuperaron con M13-K07 de la biblioteca Griffin, tal como se ha descrito previa-
mente (18). Para cada ronda de inmunoadsorcién, los fagos (10" ufc) se bloquearon con un 5% de leche en polvo
(Marvel) en PBS durante 15 min. Los fagos bloqueados se incubaron durante 16 horas a 4°C con células marcadas
“positivas” (1x10°) en presencia de células sin marcar “negativas” (9x10°) con rotacién suave, en un volumen final de
5 ml que contenia un 2% de Marvel. Las células se centrifugaron después a 600 x g durante 5 min a 4°C, y se lavaron
dos veces en 50 ml de PBS. Las células marcadas “positivas” se separaron mediante FACS. Para eluir los fagos de las
células “positivas”, éstas se incubaron con 0,5 ml de PBS que contenia 4cido citrico 50 mM (pH 2,5) durante 5 min,
y después se neutralizaron con 0,4 ml de Tris-HC1 1 M de pH 7,4. Los fagos recuperados se amplificaron infectando
células E. coli TG1, para preparar los fagos para la siguiente ronda de seleccion. El cribado de los fagos se llevé a
cabo mediante ensayos de ELISA con células tal como se ha descrito previamente (46).

Ejemplo 10
Andlisis de diversidad de clones

Para determinar el nimero de clones individuales seleccionados, se llevd a cabo un analisis de huella del ADN
con la endonucleasa de restriccion BstNI o BsaJl (New England Biolabs, Hertfordshire, R.U.), tal como se ha descrito
(18). Se amplificé el ADN que codificaba la regién variable de los clones positivos mediante PCR del plasmido
pHEN2, mediante el uso de los cebadores 5’-CAGTCTATGCGGCCCCAT TCA-3’, SEQ ID N° 22 (complementario
a la secuencia localizada entre el gen III y el marcador peptidico c-myc) y 5’-ATGAAATACCT ATTGCCTACG-3’,
SEQ ID N° 23 (secuencia lider de pel B).

Las reacciones se llevaron a cabo con la ADN polimerasa Taq (Promega, Southampton, R.U.) en un volumen de 20
ul durante 30 ciclos con las siguientes condiciones: 30 segundos de desnaturalizacion a 94°C, 30 segundos de renatu-
ralizacion a 55°C, y 1 min de extensién a 72°C. Los productos amplificados, analizados mediante electroforesis en un
gel de un 1% de agarosa, se usaron para los andlisis de huella del ADN y de secuencia. Las secuencias de nucleétidos
que codifican scFv se determinaron mediante el uso del secuenciador automatizado ABI (Perkin Elmer, Warrington,
R.U.) y se analizaron con el programa de alineacién de secuencias V-BASE [Tomlinson I.M., Williams S.C., Corbett
S.J., Cox J.PL. y Winter G. (1996). The V BASE Directory of Human Variable Gene Sequences. MRC Centre for
Protein Engineering, Hills Road, Cambridge, CB2 2QH, R.U. (http://www.mrc-cpe.cam.ac.uk/imt-doc/vbase-home-
page.html)].

Ejemplo 11
Lisis celular, inmunoprecipitacion y andlisis mediante transferencia de Western

Se prepararon lisados celulares de SKBR3 resuspendiendo en 0,5 ml de tampén de lisis (Tris-HCI 10 mM, pH
7,4, NaCl 150 mM, 0,5% de Nonidet P-40) que contenia inhibidores de proteasas (inhibidor de proteasas Complete™,
Boehringer Mannheim, Alemania) alrededor de 7,5x10° células, previamente separadas con la disolucion de disocia-

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 334 895 T3

cion (Sigma), y se lavaron 3 veces con PBS. Después de 20 min a 0°C, los extractos se aclararon mediante centrifuga-
cién a 12.000 rpm durante 10 min. La inmunoprecipitacién de ErbB2 se llevé a cabo incubando el mAb MgR6 anti-
ErbB2 con los lisados celulares durante 3 horas a 4°C. El inmunocomplejo se recogié después mediante adsorcién
con proteina G-Sepharose (Sigma) durante 1 hora a 4°C. Después de cuatro lavados, las proteinas, liberadas mediante
ebullicion en tampén de carga (47), se fraccionaron mediante electroforesis en gel del 7,5% con SDS (SDS-PAGE) y
se electrotransfirieron a membranas de PVDF (Millipore Corporation, Bedford, MA, EE.UU.). La proteina ErbB2 se
detecté mediante el uso de preparaciones de mAbs anti-ErbB2 o scFv-fagos, tal como se ha descrito previamente (36).

Ejemplo 12
Preparacion de anticuerpos monoclonales en fagos para los ensayos funcionales

Los fagos que portaban scFv se prepararon a partir de colonias individuales resistentes a ampicilina cultivadas en
100 ml de medio 2xTY, se purificaron mediante precipitacion con polietilenglicol (PEG) (48) y se lavaron con 20 ml de
agua estéril. Tras una etapa adicional de precipitacién con PEG, los fagos se resuspendieron en PBS, se centrifugaron
a 12.000 rpm durante 15 min y se almacenaron a 4°C hasta su uso posterior.

Ejemplo 13
Expresion y purificacion de scFv soluble

Los cultivos de E. coli SF110, previamente infectados con Ph-Erbicina o con fago-scFv anti-NIP, se cultivaron a
37°C en medios 2xTY que contenian 100 ug/ml de ampicilina y un 1% de glucosa, hasta que se alcanzé una absor-
bancia de 1 a 600 nm. Las células se centrifugaron a 6.000 rpm durante 15 min y se resuspendieron en medio exento
de glucosa. La expresion de scFv soluble se indujo después mediante la adicién de IPTG (Alexis, Nottingham, R.U.)
hasta una concentracién final de 1 mM en el cultivo celular, que después se cultivé a temperatura ambiente durante
la noche. Las células se recogieron mediante centrifugacién a 6.000 rpm durante 15 min, y se obtuvo un extracto
peripldsmico resuspendiendo las células en Tris-HCI helado 50 mM, pH 7,4, EDTA 1 mM, 20% de sacarosa. Tras una
incubacién de 1 hora en hielo, el extracto peripldsmico, obtenido mediante centrifugacién a 12.000 rpm durante 30
min a 4°C, se dializé en PBS. De manera alternativa, se aislaron las proteinas peripldsmicas solubles mediante el uso
del tampé6n B-PER (Pierce, Rockford, IL) segtin las recomendaciones del fabricante.

El scFv soluble se purificé mediante cromatografia de afinidad con metal inmovilizado (IMAC), incubando el ex-
tracto periplasmico con agarosa Ni-NTA (Qiagen, West Sussex, R.U.) durante la noche a 4°C. Tras lavados exhaustivos
con PBS, que contenia imidazol 20 mM, la proteina se eluyé con NaH,PO, 50 mM, pH 8,0, que contenia NaC1 0,3 M e
imidazol 250 mM. Se llevé a cabo una purificacién adicional mediante filtracién en gel con una columna Superdex 75
Hi-Load 10/30 (FPLC) (Pharmacia Biotech, Upsala, Suecia) equilibrada con PBS que contenia NaCl 0,16 M, llevada
a cabo a un caudal de 0,3 ml/min. La pureza de la preparacion final se determiné mediante SDS-PAGE. Las bandas
de proteinas se detectaron mediante tinciéon de Coomassie. El scFv purificado, analizado mediante transferencia de
Western, se detecté mediante el uso del mAb 9E10 o del mAb anti-marcador de His, seguido de mAb de conejo anti-
ratén conjugado a HRP, tal como se describi6 previamente (36).

Ejemplo 14
Determinacion de la fosforilacion de tirosinas

Se cultivaron células SKBR3 durante 24 h en medio RPMI sin suero, y después se trataron con EGF (Collaborative
Research Inc., Waltham, MA), o Erbicina soluble, a una concentracién de 100 ng/ml y 12 ug/ml, respectivamente,
en medio fresco sin suero. En los momentos indicados las células se lavaron con PBS, se recogieron y se lisaron en
presencia de ortovanadato sédico 1 mM. Se llevaron a cabo andlisis de transferencia de Western con un mAb anti-
fosfotirosina. Se cuantificé la intensidad de la sefial de las bandas reactivas con un Phosphorimager (GS710, Biorad,
Hercules, CA).

Ejemplo 15
Interiorizacion de anticuerpos de fagos y scFv nativo

Se incubaron células cultivadas en cubreobjetos hasta una confluencia del 60% con fagos (10" ufc/ml) o scFv
nativo (20 ug/ml) durante 2 6 16 horas a 37°C. Después las células se lavaron, se fijaron y se permeabilizaron como se
describe en otra parte (34). Se detectaron los fagos intracelulares o scFv con mAb anti-M13 o mAb 9E10, respectiva-

mente, seguido de inmunoglobulina de conejo anti-ratén conjugada con FITC. Se tomaron cortes dpticos confocales
mediante el uso de un microscopio confocal (Zeiss, Axiovert SI00TV).
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Ejemplo 16
Citometria de flujo

Se incubaron aproximadamente 1x10° células con 100 ul de particulas de fagos (10'? ufc/ml), y se mezclaron con
25 ul de 10% de Marvel/PBS (36). Las particulas de fagos unidas se detectaron mediante el uso de un mAb anti-M13
murino, seguido de inmunoglobulina de conejo anti-ratén conjugada con FITC (Dako). El mAb MgR6 anti-ErbB2
se us a concentraciones saturantes en PBS que contenfa un 2% de suero humano normal, y se detecté mediante el
uso de la inmunoglobulina de conejo anti-ratén conjugada con FITC (Dako). Los controles comprendieron células
incubadas con los anticuerpos correspondientes a los isotipos apropiados. Para la inmunofluorescencia con Anexina
V, las células se resuspendieron en tampoén de uniéon (HEPES 10 mM, pH 7.4; NaCl 140 mM, CaCl, 2,5 mM) y
después se tifieron con Anexina V-FITC y 7-amino-actinomicina D (7-AAD) segtin las recomendaciones del fabricante
(PharMingen, Oxford, R.U.). Las células marcadas se analizaron mediante el uso del citémetro de flujo FACS Calibur
(Becton Dickinson, Oxford, R.U.); los datos se procesaron mediante el uso del soporte informatico CellQuest (Becton
Dickinson).

Ejemplo 17
Ensayos de inhibicion del crecimiento celular

Las células se sembraron en placas de 96 pocillos; las células SKBR3, BT-474 y MDA-MB453 a una densidad de
1,5 x 10*/pocillo en 150 ul; las células A431, NIH-3T3 y NIH-3T3 transfectadas con ErbB2 humano, a una densidad de
5 x 103/pocillo. Se afiadieron fagos (10'°-10'" ufc/ml) o scFv purificado soluble (1-20 ug/ml), y se realizaron recuentos
de las células supervivientes a intervalos de tiempo adecuados. Los recuentos celulares se determinaron por triplicado
mediante el andlisis de exclusion de azul tripan. En experimentos paralelos, las células se expusieron durante 8 h a
[PH]timidina (Amersham-Pharmacia Biotech, Little Chalfont, R.U.) antes de la recogida, y se midi6 la radiactividad
incorporada.

Para analizar la muerte apoptdtica, se sembraron células SKBR3 en placas de 6 pocillos a una densidad de 3 x
10%/pocillo, en ausencia o en presencia de Ph-Erbicina (10" ufc/ml) o Erbicina (15 pg/ml). El scFv anti-NIP irrelevante
se analizé en su formato en fagos o en su formato soluble como control. Tras 24 horas, las células se recogieron,
se lavaron con PBS, y se trataron con Anexina V como se describi6 anteriormente. Se usé el inductor apoptético
puromicina (10 ug/ml) como control positivo.

Ejemplo 18
Preparacion de hERB-RNasa

Se prepar6 la inmunoRNasa completamente humana hERB-RNasa como sigue: Se cloné el cADN que codifica la
RNasa de pancreas humano, que contiene una secuencia espaciadora en el extremo 5’ y un sitio de reconocimiento
para Not I en ambos extremos, en el vector de expresion pHEN2 (27) en direccién 3’ respecto de la secuencia que co-
difica Erbicina, insertada previamente en los sitios Ncol/Notl. Se transformaron células SF110 de E. coli con el vector
recombinante, y se indujeron con IPTG. La hERB-RNasa se aisl6 a partir de un extracto peripldsmico bacteriano me-
diante “cromatografia de afinidad con metal inmovilizado” (IMAC) en una resina Talon, seguida de una cromatografia
de afinidad en una resina de uridina-2’-5",3’-5’-difosfato-agarosa. La proteina recombinante se analizé mediante tin-
cién con azul de Coomassie y transferencias de Western llevadas a cabo con un anticuerpo anti-RNasa de pancreas
humano. La actividad ribonucleolitica se analiz6 mediante un zimograma desarrollado con ARN de levadura como
sustrato para la RNasa. La especificidad de union se analizé mediante ensayos de Elisa con células SKBR3 y A431.
El efecto de la hERB-RNasa sobre la proliferacion celular se analizé como se describié en el Ejemplo 6. Tras una
incubacién de 72 h con concentraciones crecientes de hERB-RNasa, la proliferacion de las células SKBR3 se inhibid
intensamente, con un valor de Cls, de aproximadamente 20 nM (véase la Fig. 8). Cuando en su lugar se analizaron las
células A431 como células no seleccionadas como objetivo, no se observé ningtin efecto sobre su proliferacion. Estos
resultados indican que la inmunoRNasa completamente humana hERB-RNasa es capaz de distinguir entre las células
objetivo y las que no lo son, y de inducir especificamente la muerte de las células objetivo.
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REIVINDICACIONES
1. Un anticuerpo anti-ErbB2 de cadena simple recombinante de origen humano capaz de inhibir el crecimiento de
células que expresan el receptor ErbB2, que comprende la secuencia de aminodcidos de SEQ ID N°:2 (regién VH) y
la secuencia de aminodcidos de SEQ ID N°®:12 (regién VL).

2. Un anticuerpo recombinante segun la reivindicacion 1, en el que la regiéon VH de SEQ ID N°:2 y la regién VL
de SEQ ID N°:12 estan unidas de manera covalente mediante un espaciador proteico.

3. Una proteina de fusién caracterizada porque comprende la secuencia de aminodcidos de SEQ ID N°:2 (regi6én
VH) y la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N°:12 (regién VL).

4. Una proteina de fusion segun la reivindicacién 3, en la que dichas secuencias de aminodcidos estan fusionadas
aregiones constantes de anticuerpos humanos, o a toxinas o moléculas con efecto citotoxico.

5. Una proteina de fusion segin la reivindicacién 4, en la que dichas regiones constantes de anticuerpos humanos
son de inmunoglobulinas G1.

6. Una proteina de fusién segtin la reivindicacién 4 6 5, cuya proteina es capaz de reconocer especificamente las
células tumorales ErbB2-positivas y destruirlas de manera selectiva.

7. Una proteina de fusién segun la reivindicacién 3, en la que al menos una de las secuencias estd fusionada a una
enzima humana con actividad de ribonucleasa.

8. Una proteina de fusién segun la reivindicacién 7, en la que dicha enzima humana es la ribonucleasa pancredtica
humana.

9. Las secuencias de nucleétidos que codifican un anticuerpo recombinante como se expuso en cualquiera de las
reivindicaciones 1 6 2, o que codifican la proteina de fusién de cualquiera de las reivindicaciones 3 a 8.

10. Una secuencia de nucleétidos segin la reivindicacion 9, que comprende SEQ ID N°:1 y SEQ ID N*:11.

11. Un vector que comprende al menos una de las secuencias de nucleétidos segtin la reivindicacién 9 6 10.
12. Un vector segun la reivindicacién 11 que es un vector de expresion.

13. Un vector de bacteriéfago que comprende una secuencia de nucleétidos segun la reivindicacioén 9 6 10.

14. Un vector de bacteriéfago segun la reivindicacion 13, caracterizado porque expresa en su superficie al menos
una copia del anticuerpo recombinante segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 6 2.

15. Una célula que estd transformada con un vector segtin la reivindicacién 11 6 12.

16. Un anticuerpo, segun la reivindicaciéon 1 6 2, o una proteina segin cualquiera de las reivindicaciones 3 a 8,
para uso farmacéutico.

17. Un anticuerpo, segun la reivindicacién 1 6 2, o una proteina segtn cualquiera de las reivindicaciones 3 a 8§,
para uso diagndstico.

18. Un anticuerpo, segun la reivindicacién 1 6 2, o una proteina segtin cualquiera de las reivindicaciones 3 a 8§,
para el uso como un agente antitumoral.

19. Un anticuerpo o una proteina para el uso segin la reivindicacién 18, en el que el agente antitumoral es antitu-
moral contra carcinomas de mama, ovario, colon, pulmén, tumores de las glandulas salivales o tumores gastricos.

20. Una secuencia de nucledtidos segtn la reivindicacion 9 6 10 para uso farmacéutico.

21. Una secuencia de nucleétidos segtn la reivindicacién 9 6 10 para uso diagndstico.

22. Un vector de bacteriéfago segun la reivindicacién 13 6 14 para uso farmacéutico.

23. Un vector de bacteriéfago segun la reivindicacién 13 6 14 para uso como un agente antitumoral.

24. Un vector de bacteriéfago para el uso segun la reivindicacién 23, en el que el agente antitumoral es antitumoral
contra carcinomas de mama, ovario, colon, pulmén, tumores de las glandulas salivales o tumores gastricos.
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25. Una composicién farmacéutica que comprende como principio activo un anticuerpo segin la reivindicacién 1
6 2 o una proteina segin cualquiera de las reivindicaciones 3 a 8.

26. Una composicién farmacéutica que comprende como principio activo un vector segun la reivindicacién 11 6
12 o un vector de bacteriéfago segtin la reivindicacién 13 6 14.

27. Una composicion farmacéutica segun la reivindicacién 25 6 26 que comprende un diluyente y/o excipiente y/o
adyuvante.

28. El uso de un anticuerpo segun la reivindicacién 1 6 2 o una proteina segiin cualquiera de las reivindicaciones 3
a 8, para la preparacién de un farmaco antiproliferativo o antitumoral.

29. El uso de una secuencia de nucledtidos segin la reivindicacién 9 6 10 para la preparacién de un farmaco
antiproliferativo o antitumoral.

30. El uso de un vector de bacteriéfago segtin la reivindicacién 13 6 14 para la preparacién de un farmaco antipro-
liferativo o antitumoral.

31. Un procedimiento para la preparacion de un anticuerpo recombinante segun la reivindicacion 1 6 2, a partir de
un vector segtn la reivindicacién 11 6 12.

32. Un procedimiento para la preparacion de una proteina de fusién segin la reivindicacién 5 que comprende las
siguientes etapas:

(i) aislamiento de al menos una de las secuencias de nucledtidos segiin cualquiera de las reivindicaciones 9 a
11;

(i1) fusién de dicha secuencia de ADN a un cADN que codifica las regiones constantes (CH2 y CH3) y el
péptido de la bisagra de las cadenas pesadas humanas de inmunoglobulina G1;

(iii) expresion del cADN de fusién resultante en células eucariéticas.

33. Un procedimiento para la preparacién de una proteina de fusién segtin cualquiera de las reivindicaciones 4, 7
6 8 que comprende las siguientes etapas:

(i) fusién de las secuencias de ADN segtin cualquiera de las reivindicaciones 10 a 12 al cADN que codifica la
RNasa pancredtica humana, y dicha fusion se lleva a cabo preferiblemente interponiendo un fragmento de
ADN que codifica un péptido espaciador segtin la SEQ ID N° 24;

(ii) expresion del cADN de fusion resultante en Escherichia coli;

(iii) aislamiento y caracterizacion de la proteina recombinante.
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LISTA DE SECUENCIAS

SEQ ID N° 1 - Secuencia de ADN de la region VH (regién variable de la cadena pesada):
5'-CAGGTGCAGCTGTTGCAGTCTGCAGCAGAGGTGAAAAAG

CCCGGGGAGTCTCTGAAGATCTCCTGTAAGGGTTCTGGA
TACAGCTTTACCAGCTACTGGATCGGCTGGGTGCGCCA
GATGCCCGGGAAAGGCCTGGAGTGGATGGGGATCATCT
ATCCTGGTGACTCTGATACCAGATACAGCCCGTCCTT
CCAAGGCCAGGTCACCATCTCAGCCGACAAGTCCATCAG
CACCGCCTACCTGCAGTGGAGCAGCCTGAAGGCCTCGGA
CACGGCCGTGTATTACTGTGCAAGATGGCGTGATTCGC
CTTTGTGGGGCCAAGGTACCCTGGTCACCGTC-3’

SEQ ID N° 2: Secuencia de aminodcidos de la regién VH (region variable de la cadena pesada):
QVQLLQSAAEVKKPGESLKISCKGSGYSFTSYWIGWVROQM
PGKGLEWMGIIYPGDSDTRYSPSFOGQVTISADKSISTAYL
QWSSLKASDTAVYYCARWRDSPLWGQGTLVTV

SEQ ID N° 3 - Secuencia de ADN de la regién CDR-1 de la cadena VH:
5’-AGCTACTGGATCGGC-3’

SEQ ID N° 4 - Secuencia de aminoécidos de la regién CDR-1 de la cadena VH:

SYWIG

SEQ ID N° 5 - Secuencia de ADN de la regién CDR-2 de la cadena VH:
5’-ATCATCTATCCTGGTGACTCTGATACCAGATACAGCCCGTCCTTCCAAGGC-

3’

SEQ ID N° 6 - Secuencia de aminoécidos de la regiéon CDR-2 de la cadena VH:
IIYPGDSDTRYSPSFQG

SEQ ID N° 7 - Secuencia de ADN de la regién CDR-3 de la cadena VH:
5’-TGGCGTGATTCGCCTTTG-3’

SEQ ID N° 8 - Secuencia de aminoécidos de la regién CDR-3 de la cadena VH:
WRDSPL
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SEQ ID N°9 - Secuencia de ADN del “LIGADOR” (regién que conecta VH y VL):
5’-TCGAGTGGTGGAGGCGGTTCAGGCGGAGGTGGCTCTGGC
GGTAGTGCACTT-3’

SEQ ID N° 10 - Secuencia de aminodacidos de la regién del “LIGADOR” (péptido que conecta VH y VL):
SSGGGGSGGGGSGGSAL

SEQ ID N° 11 - Secuencia de ADN de la regién VL (regién variable de la cadena ligera):
5S'-CAGGCTGTGGTGACTCAGGAGCCATCGTTCTCAGTGTCCC

CTGGAGGGACAGTCACACTCACTTGTGGCTIGAGCTCT
GGCTCAGTCTCTACTAGTTACTACCCCAGCTGGTACCA
GCAGACCCCAGGCCAGGCTCCACGCACGCTCATCTACAG
CACAAACACTCGCTCTTCTGGGGTCCCTGATCGCTTCTC
TGGCTCCATCCTTGGGAACAAAGCTGCCCTCACCATCAC
GGGGGCCCAGGCAGATGATGAATCTGATTATTACTGTGT
GCTGTATATGGGTAGTGGCCAGTATGTATTCGGCGGA
GGGACCAAGCTGACCGTCCTAGGT-3’

SEQ ID N° 12 - Secuencia de aminodacidos de la region VL (region variable de la cadena ligera):

QAVVTQEPSFSVSPGGTVTLTCGLSSGSVSTSYYPSWYQQT
PGQAPRTLIYSTNTRSSGVPDRFSGSILGNKAALTITGAQAD
DESDYYCVLYMGSGQYVFGGGTKLTVLG

SEQ ID N° 13 - Secuencia de ADN de la regién CDR-1 de la cadena VL:
5°. GGCTTGAGCTCTGGCTCAGTCTCTACTAGTTACTACCC

AG-3’
SEQ ID N° 14 - Secuencia de aminoacidos de la regién CDR-1 de la cadena VL:
GLSSGSVSTSYYPS

SEQ ID N° 15 - Secuencia de ADN de la regién CDR-2 de la cadena VL:
5’-AGCACAAACACTCGCTCTTCT-3’

SEQ ID N° 16 - Secuencia de aminodacidos de la regién CDR-2 de la cadena VL:
STNTRSS

SEQ ID N° 17 - Secuencia de ADN de la regién CDR-3 de la cadena VL:
5'-GTGCTGTATATGGGTAGTGGCCAGTATGTA-3’
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SEQ ID N° 18 - Secuencia de aminodcidos de la regiéon CDR-3 de la cadena VL:
VLYMGSGQYV

SEQ ID N° 19 - Secuencia de ADN del minianticuerpo (scFv):

5'-CAGGTGCAGCTGTTGCAGTCTGCAGCAGAGGTGAAAAAG
CCCGGGGAGTCTCTGAAGATCTCCTGTAAGGGTTCTGGA
TACAGCTTTACCAGCTACTGGATCGGCTGGGTGCGCCA
GATGCCCGGGAAAGGCCTGGAGTGGATGGGGATCATCT
ATCCTGGTGACTCTGATACCAGATACAGCCCGTCCTT
CCAAGGCCAGGTCACCATCTCAGCCGACAAGTCCATCAG
CACCGCCTACCTGCAGTGGAGCAGCCTGAAGGCCTCGGA
CACGGCCGTGTATTACTGTGCAAGATGGCGTGATTCGC
CTITGTGGGGCCAAGGTACCCTGGTCACCGTC-TCGAGT
GGTGGAGGCGGTTCAGGCGGAGGTGGCTCTGGCGGTAGT
GCACTT-CAGGCTGTGGTGACTCAGGAGCCATCGTTCTCA
GTGTCCCCTGGAGGGACAGTCACACTCACTTGTGGCTTG
AGCTCTGGCTCAGTCTCTACTAGTTACTACCCCAGCTG
GTACCAGCAGACCCCAGGCCAGGCTCCACGCACGCTCAT
CTACAGCACAAACACTCGCTCTTICTGGGGTCCCTGATC
GCTTCTCTGGCTCCATCCTTGGGAACAAAGCTGCCCTCAC
CATCACGGGGGCCCAGGCAGATGATGAATCTGATTATTA
CTGTGTGCTGTATATGGGTAGTGGCCAGTATGTATICG
GCGGAGGGACCAAGCTGACCGTCCTAGGT-3’

SEQ ID N° 20 - Secuencia de aminodacidos del minianticuerpo (scFv):
QVQLLQSAAEVKKPGESLKISCKGSGYSFTSYWIGWVROM
PGKGLEWMGIYPGDSDTRYSPSFOGQVTISADKSISTAYL
QWSSLKASDTAVYYCARWRDSPLWGQGTLVTV-
SSGGGGSGGGGSGGSAL-
QAVVTQEPSFSVSPGGTVTLTCGLSSGSVSTSYYPSWYQQT
PGQAPRTLIYSTNTRSSGVPDRFSGSILGNKAALTITGAQAD
DESDYYCVLYMGSGQYVFGGGTKLTVLG

SEQ ID N° 21 - polihistidina HHHHHH
SEQ ID N° 22: 5’-CAGTCTATGCGGCCCCATTCA-3’
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SEQ ID N° 23: 5’-ATGAAATACCT ATTGCCTACG-3’
SEQ ID N° 24: AAASGGPEGGS
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