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Resumen. Debido a su versatilidad y facilidad de produccién, los fragmen-
tos variables de cadena sencilla (scFvs) derivados de anticuerpos constituyen
una herramienta atractiva para una diversidad de aplicaciones. Entre ellas se
encuentran la produccion de insumos para inmunodeteccion, la inmunotera-
pia, el diagnéstico por imagenologia, entre otras. En el presente trabajo de-
sarrollamos una linea celular capaz de producir una proteina de fusién en la
que se combinan un scFv humano dirigido contra el antigeno tumoral HER2 y
la porcion Fe de la IgG1 humana (scFv-Fe anti-HER2). Para su produccion se
emplearon células CHO, las cuales fueron transfectadas usando la técnica de
lipofeccion, con un plasmido derivado del vector comercial pSecTag A que ha
sido modificado con la secuencia de ADN anti-HER2 de interés. Los transfecto-
mas resultantes produjeron la proteina scFv-Fec anti-HER2, la cual se encontré
en el sobrenadante de cultivo en la forma de un homodimero. Mediante ensayos
de citometria de flujo se demostré la capacidad de la proteina scFv-Fe anti-
HER2 de enlazarse de manera especifica a la molécula HER2 expresada en la
superficie de células de cancer de mama, asi como también a los receptores
humanos para Fey expresados en la linea celular THP-1. Esta nueva linea celular
servira de base para la produccion y purificacién de la proteina de fusién scFv-
Fe anti-HER2, cuya utilidad serd ensayada en modelos de inmunodiagnéstico
y/0 inmunoterapia.

Autor de correspondencia: Jaheli Fuenmayor, Centro de Medicina Experimental, Instituto Venezolano de Investi-
gaciones Cientificas, Caracas, Venezuela. Teléfono: 0058-212-5041158. Correo electronico: jfuenmay@ivic.gob.ve
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A single chain Fv fragment specific to HER-2 and fused to the
human IgG1 Fc (scFv-Fc anti-HER2): development, production

and partial characterization

Invest Clin 2018; 59 (3): 199 - 215
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Abstract. Due to their versatility and simplicity of production, single chain
Fv fragments (scFvs) derived from antibodies have become popular tools for
a variety of applications. Among these applications are the immunodetection
of specific targets, imaging diagnostics and immunotherapy. In this work, we
developed a stable cell line capable of producing a human scFv directed against
the tumor antigen HER2 fused to the F¢ of the human IgG1 (scFv-F¢ anti-
HER2). This cell line derives from CHO cells and has been stably transfected
using a modified version of the commercial vector pSecTag A, which contains
the sequence of interest. The resulting transfectants produced the scFv-Fe¢ anti-
HER2 fusion protein, which is present as a homodimeric molecule in culture
supernatants. By using flow cytometry assays, it was shown that the scFv-Fe
anti-HER2 molecules bind specifically to HER2 on the surface of SKBR-3 cancer
cells, as well as to the FeyR receptors expressed on human leukemic monocytes
(THP-1). This new cell line provides the starting material for the production
and purification of the scFv-Fe¢ anti-HER2 fusion protein, which will be tested
in animal models as a novel tool for immunodiagnosis and/or breast cancer im-

munotherapy.

Recibido: 15-08-2016 Aceptado: 23-05-2018

INTRODUCCION

Los fragmentos de anticuerpo de cade-
na sencilla (ScFv) representan una de los pro-
ductos biotecnolégicos de mayor desarrollo
en esta década. Solo en el afio 2017, hay de-
cenas de reportes en la literatura especializa-
da donde se describen nuevas moléculas con
una gran diversidad de funciones que abarcan
la inmunodeteccion de moléculas de interés
académico e industrial (1,2), el diagndstico y
tratamiento de enfermedades crénicas (3-6)
e infecciosas (7,8), entre otras.

Actualmente, hay al menos 18 anti-
cuerpos monoclonales aprobados para uso
terapéutico en cancer, la mayoria de ellos
obtenidos por tecnologia de ADN recombi-
nante y producidos en sistemas de expresion

de células de mamiferos, tales como las célu-
las CHO (del inglés Chinese hamster ovary)
(9,10). Las células CHO constituyen un sis-
tema de expresion conveniente debido a su
capacidad para generar de manera eficiente
modificaciones post-traduccionales, tales
como la glicosilacion, preservando las fun-
ciones efectoras de los anticuerpos recom-
binantes y prolongando su tiempo de vida
media en suero. La principal desventaja de
este sistema de expresion es su alto costo
relativo, tanto a pequefia como a gran esca-
la. Sin embargo, este sistema de expresion
contintia siendo el mas popular para la pro-
duccion de anticuerpos terapéuticos contra
el cancer (10,11).

Los anticuerpos recombinantes o sus
moléculas derivadas que tienen aplicabili-
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dad en el diagnostico, deteccion o terapia
del cancer estan comtnmente dirigidos a
antigenos especificos que son expresados de
manera casi exclusiva o de forma exacerba-
da en las células tumorales. Los receptores
de factores de desarrollo epidérmico cons-
tituyen blancos importantes para varias de
estas moléculas. Estos receptores forman
parte de una familia de moléculas que estan
involucradas en la promocién de eventos de
proliferacion y sobrevivencia celular. Entre
los receptores de factores de desarrollo epi-
dérmico destaca el de tipo 2 (llamado HER2
en ¢l humano), para el que ya se han comer-
cializado dos anticuerpos terapéuticos: Tras-
tuzumab (Herceptin, Genentech) y Pertuzu-
mab (Perjeta, Roche) (9,12). A pesar de las
notables mejoras en las respuestas clinicas
obtenidas con la aplicacion de los anticuer-
pos terapéuticos, algunas de sus propieda-
des deben ser modificadas para incremen-
tar su capacidad de penetraciéon al tumor,
aumentar su internalizaciéon por parte de
las células tumorales y/o evitar el desarro-
llo de resistencia al tratamiento. Ademas, se
requiere del desarrollo nuevos reactivos con
mayor poder de prediccion de la respuesta al
tratamiento, de manera de emplearlos solo
en aquellos casos donde exista mayor proba-
bilidad de éxito. Por otra parte, resulta im-
perativo el desarrollo local de este tipo de
tecnologias para promover su produccion,
validacion y comercializacion a nivel nacio-
nal y regional. Con la finalidad de contribuir
con estos objetivos, hemos disenado me-
diante tecnologia de ADN recombinante un
scFv-Fc anti-HER2 para expresarlo en células
CHO. Los scFv tienen un gran potencial bio-
tecnoldgico ya que, en comparacion con los
anticuerpos completos, pueden ser produci-
dos con mayor facilidad debido a su peque-
o tamaio, lo que a su vez les confiere una
mayor capacidad de penetracion en tumores
solidos y presentan, ademds, una menor po-
sibilidad de inducir una respuesta inmuni-
taria que promueva su eliminacién (13). Al
acoplar el fragmento Fe de la IgG1 al scFy, se

promueve que éste pueda mediar funciones
efectoras de células del sistema inmunita-
rio, las cuales son de gran importancia para
la actividad antitumoral de los anticuerpos
(14), prolongando ademas su vida media en
suero gracias a la interaccion con el recep-
tor neonatal para Fc (FcRn).

MATERIALES Y METODOS

Construcciones genéticas

Para la construccion del vector de ex-
presion que porta la fusion genética de in-
terés se emplearon los vectores tipo plasmi-
do pSecTag A y pSYN (gentilmente donados
por el Dr. Bruno Roberts y la Dra. Marie-Alix
Poul, respectivamente, ambos del Instituto
de Investigacion de Cancer de Montpellier,
Francia). La version de pSecTag A utilizada
contiene una secuencia que codifica un scFv
anti-CEA (Antigeno Carcinoembrionario) fu-
sionado a los dominios constantes G, 2y C,3
de la cadena pesada de la [gG humana del
isotipo y1 provenientes del vector comercial
pFUSE-hIgG1-Fe¢ (Invivogen). El plasmido
pSYN contiene la secuencia correspondiente
a la especificidad anti-HER2. El ADN plasmi-
dico de ambos vectores fue digerido de forma
secuencial empleando las enzimas Sfil y Notl
(Thermo Fisher Scientific), siguiendo las
recomendaciones del fabricante. Los frag-
mentos resultantes se separaron mediante
electroforesis en gel de agarosa y se aislaron
dos fragmentos de ADN: uno de aproximada-
mente 700 pares de bases (bp), proveniente
del vector pSYN y otro de aproximadamente
6 000 bp, proveniente del vector pSecTag A
modificado. Estos fragmentos fueron ligados
empleando Ligasa T4 (New England Biolabs,
RU), siguiendo las recomendaciones de la
casa comercial. Posteriormente, los produc-
tos del ligamiento fueron clonados en bac-
terias E. coli de la cepa DH5- o, purificados
empleando un estuche comercial de mini-
preparaciones (Clontech, EUA) y secuencia-
dos en el Servicio de Secuenciacion de aci-
dos nucléicos del IVIC (15).
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202

Gamez-Hoyos y col.

Transfeccion

El ADN plasmidico del vector de expre-
sion construido fue producido a mayor es-
cala e introducido en células CHO Pro-5. Se
emple6 la téenica de lipofeccion (Lipofecta-
mine 2000, Invitrogen), siguiendo las reco-
mendaciones del fabricante. La eficiencia de
transfeccion se evalu6 mediante microsco-
pia de fluorescencia empleando un plasmido
reportero (pMMP-mIL-12.IRES.eGFP, gentil-
mente donado por el Dr. Jests Paez, Univer-
sidad de Harvard, EUA) que contiene la se-
cuencia que codifica la proteina fluorescente
verde. Posteriormente, se afnadi6 la droga de
seleccion (Zeocina) a la concentracion Opti-
ma (0,25 ug/mL) previamente determinada
y las placas se mantuvieron en la incubadora
bajo observacion continua hasta detectar la
presencia de transfectomas resistentes. Para
evidenciar la produccién de la proteina de
fusion se realiz6 un escrutinio del sobrenan-
dante de los cultivos donde crecian células
resistentes a la droga de seleccion, emplean-
do para ello ensayos de Dot Blot y ELISA es-
pecificos para la [$G humana.

Dot blot especifico para IgG

En una membrana de nitrocelulosa
se repartieron alicuotas de 100 ul. de cada
sobrenadante cosechado de los cultivos de
células productoras de la proteina recombi-
nante, a través de un Bio-dot (Bio-rad, EUA).
Posteriormente, la membrana fue sometida
a vacio por 15 minutos y se dejo secar al
aire por unos minutos mas. Esta membrana
se incubd luego con una solucién tampon
TBS (0,9% NaCl; 100 mM Tris; pH 7,5) con
albimina sérica bovina (BSA) al 5% (TBS-
BSA 5%) a temperatura ambiente y en agi-
tacion durante 1 hora. A continuacién, la
membrana se lavé con TBS y se incub6 en
agitacion y a temperatura ambiente con el
anticuerpo especifico para la porcion Fe de
la inmunoglobulina G humana conjugado a
peroxidada (Sigma A-0170) durante 1 hora.
Finalmente, la membrana se lavé 3 veces con
TBS al que se le anadié Tween 20 al 0,1%

(TBS‘Tween 0,1%) para, posteriormente, in-
cubarla a temperatura ambiente en solucién
de revelado DAB (650 pg/mL diaminobenci-
dina; 0,01% H,0, y 0,03% cloruro de cobalto,
diluidos en tampo6n Tris-HCI 100 mM; pH 7)
durante 30 minutos.

ELISA especifico para IgG

Para realizar el ensayo de determina-
cion de la concentracion de proteina recom-
binante en los sobrenadantes de cultivo, se
revisti6 una placa de ELISA con 100 uL./pozo
de un anticuerpo de captura (Fab, anti-Fe,
Sigma 1-9885) diluido a una concentracion
de 0,5 ug/mL en tampén PBS (5 mM Na,H-
PO,, 1,5 mM KH,PO,, 2,7 mM KCI; 0,85%
NaCl; pH 7,2), incubandola a 4°C durante la
noche. Después de 2 lavados con PBS frio, la
placa se bloque6 con BSA diluido al 3% en
PBS (PBS-BSA 3%) a 37°C durante 1 hora.
Al finalizar dicha incubacién, los pozos de la
placa se lavaron con PBSTween 0,05% y se
colocaron 100 ul./pozo de los sobrenadantes
de cultivo o diluciones seriadas de un patrén
comercial de IgG humana de concentracion
conocida por duplicados. La placa se incubd
a temperatura ambiente durante 90 minu-
tos y se lavo 6 veces con PBS/Tween 0,05%.
A continuacion, se colocaron 100 uL/pozo
del anticuerpo anti-IgG humana conjugado a
peroxidada (Sigma A-0170) diluido en PBS-
BSA 3% y se realiz6 una nueva incubacion
a temperatura ambiente durante 90 minu-
tos. Luego de lavar 4 veces con PBS‘Tween
0,05% y una vez con PBS, se anadieron 50
ul/pozo de sustrato TMB (0,1 mg/mL te-
trametilbencidina y 0,01% H,O,, diluidos en
20 mM 4cido citrico; 150 mM fosfato de so-
dio, pH 5,2) recién preparado, se incub6 a
temperatura ambiente durante 15 minutos
y se detuvo la reaccion con acido sulfirico
0,5 N. Finalmente, se procedié a registrar
los valores de absorbancia a 450 nm de cada
pozo, empleando para ello un lector de ELI-
SA (Bioteck Instruments, Burlington, EUA).
Los valores de absorbancia obtenidos para la
curva patrén se utilizaron para generar una

Investigacion Clinica Vol. 59(3): 2018



Fragmento de anticuerpo anti-HER2

203

recta de regresion que permitio la estima-
cion cuantitativa de las concentraciones de
proteina de fusion en los sobrenadantes.

Clonaci6on

La clonacion se realizé mediante el mé-
todo de dilucion al limite. Una suspension
de 100 células/mL de cada transfectoma en
estudio fue diluida seriadamente (1:2) hasta
alcanzar la dilucion que corresponde tedrica-
mente a una concentracion 6,25 células/mL.
Cada dilucion fue entonces repartida en una
placa de cultivo celular de 96 pozos (a razon
de 100 ul/pozo) en presencia de la droga de
seleccion Zeocina (Invitrogen) y las placas
resultantes fueron incubadas a 37°C, 5% CO,
durante aproximadamente 1 mes. Aquellas
placas que presentaron colonias en menos de
30% de los pozos fueron sometidas a escruti-
nio mediante el ELISA especifico para 1gG,
descrito en la seccion anterior para determi-
nar cudles clones produjeron la mayor canti-
dad de proteina de fusion.

Produccion de sobrenadantes que
contienen la proteina de fusién scFv-Fe
anti-HER2

Se realizaron cultivos estacionarios de
los transfectomas productores de la protei-
na recombinante scFv-Fe anti-HER2. Dichas
células fueron cultivadas hasta alcanzar con-
fluencia empleando medio IMDM (Gibco,
EUA) enriquecido con suero fetal bovino al
5%, 100 unidades/mL de penicilina, 100 ug/
mL de streptomicina, 250 ng/mL de anfote-
ricina y 2 mM L-glutamina. Para ello, se ini-
ci6 el cultivo partiendo de frascos de 25 cm?,
los cuales fueron expandidos hasta llegar a
frascos de mayor volumen (175 cm?). En este
punto se realiz6 el conteo de las células vivas
en cidmara de Neubauer, utilizando azul de
tripano (0,4%) y ajustando el namero de cé-
lulas viables a 1 x 107 para cada frasco de cul-
tivo. La viabilidad celular siempre fue mayor
a 95%. Luego que dichos cultivos alcanzaron
confluencia, se sustituyé el medio por uno
idéntico pero libre de suero fetal bovino. Al
cabo de 96 horas, se colectaron los sobrena-

dantes de cultivo y se centrifugaron durante
10 minutos a 5000 ¢ en una centrifuga de
mesa (Thermo IEC, Needham Heights, MA,
EUA). Seguidamente, los sobrenadantes se
almacenaron a -20°C hasta su uso.

Caracterizacion bioquimica de la proteina
de fusion scFv-Fe anti-HER2

Los sobrenadantes de cultivo fueron
analizados mediante electroforesis en gel
de poliacrilamida al 10% en condiciones no
reductoras (Tricina SDS-PAGE). Para ello,
se utilizé6 una camara de electroforesis (Fis-
her Biotech electrophoresis systems. Fisher
Scientific, Pittsburg, PA, EUA), en la que se
cargaron 20 ul/carril de sobrenadante. Pos-
terior a la separacion electroforética, el gel se
incub6 en solucion fijadora (50% etanol, 10%
acido acético) con agitacion constante en un
balancin de plataforma (Bellco Glass, INC.
Vineland, NJ, EUA) durante toda la noche.
Luego, se realizoé la tincion del gel empleando
para ello una solucién de azul de Coomassie
(0,1% azul de Coomassie R350, 20% metanol,
10% acido acético) a temperatura ambiente y
en agitacion durante 3 horas. Seguidamente,
el gel se decolor6 mediante cambios sucesi-
vos de solucion decolorante (50% metanol,
10% acido acético) hasta que solo las bandas
proteicas presentaran coloracién. Finalmen-
te, se procedié al secado manual, para lo cual
cada gel de poliacrilamida se incub6 en una
solucion 20% glicerol con un movimiento de
rotacién suave por 2 horas. Al cabo de este
tiempo, los geles se envolvieron en papel ce-
lofan y se dejaron secar en estufa a 37°C du-
rante 48 horas.

Identificacion de la proteina de fusion
scFv-Fe anti-HER2 mediante la técnica
de inmunoblot

En primer lugar, se realiz6 una electro-
foresis en gel de poliacrilamida con aproxi-
madamente 1 ug de proteina recombinante/
carril y se emple6 la IG1 humanizada tras-
tuzumab (5 ug) como control positivo. El gel
fue equilibrado en tampo6n de transferencia
(25 mM Trisma base, 192 mM glicina, pH
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8,3) durante 30 minutos. Luego, se realiz6
la electro-transferencia a una membrana de
nitrocelulosa igualmente equilibrada con
tampén de transferencia. Para ello, se utilizé
una camara “Fisher biotech electrophoresis
systems” (Fisher Scientific, Pittsburg, PA,
EUA) con un voltaje de 250 mA (60 V) a una
temperatura de 4°C durante 2 horas. Para
comprobar que la transferencia fue exitosa se
realiz6 una tincion reversible de la membra-
na con una soluciéon de rojo Ponceau (0,5%
rojo Ponceau diluido en 0,1% acido acético).
Esta tincion fue revertida realizando varios
lavados con TBS. Seguidamente, para evitar
las uniones inespecificas, se bloque6 la mem-
brana con TBSTween 0,1% al 3% de leche
descremada (TBSL), a temperatura ambien-
te y en agitacion durante 2 horas. Posterior
a un enjuague con TBSTween 0,1%, la mem-
brana se incubd con el anticuerpo de detec-
cion anti-IgG humana acoplado a peroxidasa
(Sigma A-0170) diluido 1/1000 en TBSL) a
temperatura ambiente y en agitacion por 2
horas. Luego, la membrana se lavd 4 veces
con TBS/Tween 0,1% y 1 vez con TBS antes
de colocar la soluciéon de revelado DAB (6%
Diaminobencidina, 0,015% H,0,, 0,03% clo-
ruro de cobalto, diluidos en Tris-HC1 0,01 M,
pH 7,6); esta solucion permanecioé en con-
tacto con la membrana en oscuridad hasta
que se observé un precipitado que puso en
evidencia las bandas proteicas. Finalmente,
la reaccion se detuvo lavando la membrana
con TBS.

Enlace al antigeno HER2

Para comprobar la unién de la protei-
na recombinante scFv-Fc¢ anti-HER2 a su
antigeno, se utilizaron células de cancer de
mama SKBR-3 (American Type Culture Co-
llection, EEUU), las cuales sobre-expresan
el receptor HER2. Dichas células fueron des-
pegadas de los frascos de cultivo mediante
tratamiento con 0,05% Tripsina-EDTA (Gib-
co, EUA) a 37°C durante 5 minutos. Luego
de un lavado con PBS, se procedié al conta-
je celular en camara de Neubauer utilizan-
do azul de tripano (0,4%). La suspension se

ajust6 a una densidad de 10° c¢élulas/mL en
PBS-BSA 0,1% y se traté con suero de rata
en hielo durante 10 minutos. Transcurrido
ese tiempo, se anadieron alicuotas de 100
uL de la suspension celular a 500 pl de so-
brenadante de cultivo de un transfectoma
productor de la proteina recombinante, de
medio de cultivo o de una soluciéon de Tras-
tuzumab (500 ng/mL) en medio de cultivo.
Las células asi tratadas fueron incubadas en
agitacion a 4°C durante 1 hora. Una vez fina-
lizada la incubacién, las células fueron lava-
das con PBS-BSA 0,1%, suspendidas en 500
uL de PBS-BSA 0,1% y luego se les anadio
1 pL de una diluciéon 1/5 de un conjugado
anti-Ig humana/isotiocianato de fluorescei-
na (FITC) (Wellcome Research Laboratories,
Inglaterra), incubandose nuevamente a 4°C
durante 1 hora. Al finalizar la incubacién
y luego de otro lavado con PBS-BSA 0,1%,
las células se suspendieron en 0,2 mL de
PBS-BSA 0,1%. Finalmente, cada una de las
muestras se analiz6 mediante citometria de
flujo (FACScalibur, Becton Dickinson, San
Diego, CA, EUA) para determinar el niimero
de células positivas a la unién de la proteina
recombinante scFv-Fc¢ anti-HER2.

Especificidad del enlace a HER2

La especificidad de la unién de la pro-
teina recombinante scFv-Fe anti-HER2 al an-
tigeno HER2 se comprob6 de la manera des-
crita en la seccién anterior, pero empleando
la linea celular de adenocarcinoma mamario
MDA-MB-231 (American Type Culture Co-
llection, EEUU), la cual no expresa el recep-
tor HER2.

Enlace a receptores para Fey

La unién de la proteina recombinante
a los receptores FcyR presentes en células
THP-1 (American Type Culture Collection,
EEUU) (16)se determiné mediante el blo-
queo de la union al receptor de una prepara-
cion de IgG1 marcada con FITC. Para ello, 2
mg de trastuzumab fueron acoplados a FITC
(Sigma, EUA) siguiendo el protocolo reco-
mendado por el fabricante. Las células THP-
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1 fueron previamente contadas para ajustar
su concentracion a 10° células/mL en PBS-
BSA 0,1%. Seguidamente, alicuotas de 100
wL de esta suspension celular fueron tratadas
anadiéndoles 500 uL. de sobrenadante (libre
de suero fetal bovino) cosechado de los culti-
vos de las células productoras de la proteina
recombinante, de medio de cultivo o de una
dilucion 1/500 de suero humano. Una vez fi-
nalizada la incubacidn, se realiz6é un lavado
con PBS-BSA 0,1% y las células se centrifu-
garon para luego anadirles 2 uL. de una dilu-
cion 1/10 del conjugado trastuzumab/FITC
¢ incubar nuevamente a 4°C durante 1 hora.
Finalmente, las muestras se analizaron me-
diante citometria de flujo.

RESULTADOS

Digestion diagnéstica y secuenciacion
de ADN

A partir de las manipulaciones de bio-
logia molecular realizadas para la construc-
cién y clonacién del ADN recombinante
que contiene la secuencia que codifica la
proteina scFv-F¢ anti-HER2, se obtuvieron
colonias de E. coli resistentes al marcador
de seleccion. Para corroborar que la resis-
tencia era una consecuencia de la presencia
del ADN plasmidico que contenia la secuen-
cia construida, se procedi6 a purificar ADN
plasmidico a partir de las colonias trans-
formantes y realizar una digestion diagnos-
tica con la enzima de restriccion Sacl. La
secuencia construida introduce un sito de
corte inico para esta enzima en el ADN del
plasmido original a 819 bases del origen de
replicaciéon y aumenta su peso molecular a
aproximadamente 6000 bp. En la Fig. 1 se
observa que el ADN plasmidico, purificado a
partir de cuatro colonias escogidas para el
diagnéstico (carriles SD, sin digerir), migro
en la separacion electroforética de la for-
ma esperada (a aproximadamente 6000 bp)
luego de la digestion (carriles D, digerido).

Luego de su produccién a mayor escala
en bacterias y previo a la transfeccion de las

1 2 3 4
sb D SD D SD D SD D
PM
- 6000
-2000
-1000

Fig. 1. Analisis de restriccion. Gel de agarosa al
0,8% empleado para la identificacion del
ADN plasmidico de interés. El ADN plas-
midico fue digerido con la enzima de res-
triccion Sacl (New England Biolabs, Ingla-
terra). En los carriles identificados con las
letras SD se coloc6é ADN plasmidico, purifi-
cado de cuatro colonias transformantes de
E. coli, sin digerir y en los carriles identi-
ficados con la letra D, se coloco el mismo
ADN plasmidico digerido.

células eucariotas, se procedié a la secuen-
ciacion y andlisis de la region del plasmido
que contenia la secuencia donde se realizoé el
cambio de especificidad. Dicho andlisis reve-
16 que el cambio de especificidad no resultd
en alteracion alguna de la secuencia en los
sitios de corte de las enzimas de restriccion
ni en el marco de lectura. La secuencia anti-
HER2 introducida se encuentra protegida
por la patente No. WO 1999055367.

Escrutinio de transfectomas positivos
para la produccion de la proteina scFv-Fe
anti-HER2

El escrutinio de los sobrenadantes de
las colonias de transfectomas obtenidos se
realiz6 mediante la técnica de “Dot blot”.
En la Fig. 2 se muestra una imagen de la
membrana de nitrocelulosa a la cual se ad-
sorbieron las muestras de sobrenadante de
cada uno de los cultivos. Se observa que, con
excepceion de las células transfectadas con
el plasmido control (pMMP-mIL-12.IRES.
eGFP, columna 1), en todos los transfecto-
mas se detect6 la presencia de la porcion Fe
de la [gG1 humana, lo cual es sugestivo de
la presencia de la proteina de fusion scFv-
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Fig. 2. Produccion de scFv-Fe¢ anti-HER2 por
parte de los transfectomas selecciona-
dos. Membrana de nitrocelulosa analiza-
da mediante la técenica de dot blot. Las le-
tras A, B, C, D, E, F, G, H corresponden a
cada una de las filas de una placa de culti-
vo. La columna 1 contiene sobrenadantes
de colonias de células CHO tranfectadas
con un ADN plasmidico control. Las co-
lumnas 2, 3, 4 y 5 contienen sobrenadan-
tes de células CHO transfectadas con el
ADN plasmidico que codifica la proteina
scFv-Fc anti-HER2.

Fc anti-HER2 en estos sobrenadantes. Aun
cuando se aprecian diferencias aparentes en
la intensidad de la sefial entre los distintos
sobrenadantes analizados, ello no puede ser
tomado como una indicacién de mayor o me-
nor produccion pues los cultivos no se en-
contraban sincronizados para la produccién.

Concentracion relativa de la proteina
de fusion en los sobrenadantes de cultivo
La concentracion de proteina de fusion
en los sobrenadantes de cultivo obtenidos de
los transfectomas positivos para el dot blot se
determiné mediante el cultivo sincronizado
de los distintos transfectomas y el posterior
analisis de los sobrenadantes mediante la téc-
nica de ELISA tipo sandwich. Los resultados
obtenidos se muestran en la Tabla I, donde
puede apreciarse que los sobrenadantes exa-
minados contienen entre 99 y 189 pg/L de
proteina de fusion scFv-Fe anti-HER2, desta-
candose los clones G12 y B9 como mejores
productores bajo las condiciones estudiadas.
Sin embargo, es de hacer notar que el clon
G12, ademas de presentar una buena produc-
cion, tuvo una tasa de proliferacion inferior a
la del clon B9 (datos no mostrados), lo que
sugiere que es mas eficiente, ya que requiere
de menos recursos para su cultivo.

Determinacion del peso molecular de la
proteina scFv-Fe anti HER2 mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida
e inmunoblot

Con la finalidad de determinar el peso
molecular aparente de la proteina de fusion
obtenida y tener una imagen cualitativa de
su concentracion relativa en cada uno de los
sobrenadantes de los cultivos sincronizados
de los transfectomas, se utilizé la téenica de
electroforesis en geles de poliacrilamida en
condiciones desnaturalizantes, no reductoras

TABLA I
CONCENTRACION DE ScFv-Fe ANTI-HER2 EN LOS SOBRENADANTES
DE LOS TRANSFECTOMAS PRODUCTORES

G12
189

H10 H11 H12
108 145 112

Clon B9
(ng/L) 170

B12 DS F10 G7 GS8 G9
146 99 158 124 150
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(SDS-PAGE). En la Fig. 3 se muestra el resul-
tado de la separacién electroforética. Se ob-
servan varias bandas por carril, destacandose
principalmente dos: una de aproximadamente
100.000 de peso molecular, la cual se encuen-
tra por debajo de la banda correspondiente
al peso de trastuzumab, y otra de aproxima-
damente 60.000. El peso molecular aparente
del dimero de proteina de fusion, de acuerdo
a la secuencia de aminoacidos esperada, es de
100.000, mientras que el monémero tendria
un peso aproximado de 50.000.

Con el fin de dilucidar si las bandas
observadas en los geles de poliacrilamida
correspondian al dimero y/o al mondémero
de proteina de fusion, se realizaron ensayos
de inmunoblot (western blot). Este ensayo

Tz D8 Bi12 BS

150 kDa-

60 kDa-

H12 H11 H10

pone en evidencia la identidad de la proteina
recombinante mediante el reconocimiento
de la porcion Fe de la I¢G humana usando
un anticuerpo especifico. Como puede ob-
servarse en la Fig. 4, los resultados revelaron
la presencia de una tinica proteina reactiva
con ¢l anticuerpo anti-IgG, de aproxima-
damente 100.000 de peso molecular apa-
rente. Este tamano es compatible con una
conformacion homodimérica de la proteina
recombinante scFv-Fc anti-HER2. Se eviden-
cia ademas una banda de aproximadamente
150.000 de peso molecular en el carril co-
rrespondiente al anticuerpo trastuzumab
(IsG1) empleado como control positivo.

Tz G7 G8 G Gl2 F10 1z

Fig. 3. Peso molecular aparente y concentracion relativa de la proteina recombinante scFv-Fe anti-HER2
en los sobrenadantes de cultivo. Imagen del resultado de la separacion electroforética en geles de
poliacrilamida al 10% en condiciones no reductoras de los sobrenadantes obtenidos a partir de los
diferentes cultivos de c¢élulas CHO, productoras de la proteina recombinante scFv-Fc anti-HER2. Se
sefiala con una flecha el tamano esperado para la proteina recombinante. Codigo de identificacion de
transfectomas ensayados: DS, B12, B9, H10, H12, H11, H10, G7, G8, G9, G12 y F10.

250 kDa

160 kDa -

Fig. 4. Inmunoblot de sobrenadantes de cultivo de transfectomas productores de scFv-Fc¢ anti HER2.
Membrana de nitrocelulosa revelada con un anticuerpo anti-IgG humana acoplado a peroxidasa. Las
bandas de color oscuro corresponden al precipitado generado por la deteccion de la porcion Fe de
las inmunoglobulinas G humanas. Tz=trastuzumab (I¢G1 humanizada usada como control positivo).
Codigo de identificacion de transfectomas ensayados: B9, H10, H12, G8, G9 y G12.
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Enlace de la proteina scFv-Fc anti HER2
al antigeno HER2

La union de la proteina recombinante
scFv-F¢ anti-HER2 a su antigeno se estudio
mediante citometria de flujo, empleando
para ello células de adenocarcinoma ma-
mario SKBR3, las cuales sobre-expresan el
receptor HER2 (Fig. 5). El anticuerpo co-
mercial anti-HER2 Trastuzumab (TZ) fue em-
pleado como control positivo, mientras que
el medio de cultivo IMDM se emple6 como
control negativo. A la par, se emplearon di-
luciones seriadas del sobrenadante de culti-
vo de uno de los transfectomas productores
de la proteina scFv-Fe anti-HER2. Las células
incubadas con TZ resultaron positivas al mar-
caje en un 99,24% con una intensidad media
de fluorescencia (IMF) de 182,41 compara-
do con un marcaje del 1,70% de las células
del control negativo (IMF de 12,74) (Panel A,
Fig. 5). La incubacion de las células SKBR3
con las diferentes diluciones de sobrenadan-

A TZ +2do

te también result6 en el marcaje de las mis-
mas, lo cual sugicre que la proteina recombi-
nante scFv-Fe anti-HER2 es capaz de unirse a
su antigeno. La proporcion de c¢élulas marca-
das fue dependiente de la concentracién de
la proteina en cuestion, ya que ésta disminu-
y6 considerablemente al aumentar el factor
de dilucién. Esto se evidencio, ademds, como
una disminucién de la IMF. El sobrenadante
de cultivo que contiene la proteina recombi-
nante diluida 1/10 marcé al 99,72% de las
células con una IMF= 88,98. Estos valores
disminuyeron en las muestras de células in-
cubadas con las diluciones 1/100 (84,30%
¢ IMF= 47,72) y 1/1000 (76,60% ¢ IMF=
22,67) (Panel B, Fig. 5).

Especificidad del enlace de la proteina
scFv-Fc anti-HER2 a HER2

Con la finalidad de probar la especiti-
cidad de union de la proteina recombinan-
te scFv-Fe anti-HER2 al antigeno HER2, se

100 100 IMDM +2do
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Fig. 5. Enlace de la proteina recombinante scFv-Fc anti-HER2 a células que sobre expresan el antigeno
HER?2. Andlisis por citometria de flujo de células SKBR3 incubadas con diferentes diluciones del so-
brenadante de cultivo del transfectoma B9 productor del scFv-Fe anti-HER2 (Panel B) o el anticuerpo
comercial trastuzumab (Panel A). IMDM corresponde al control negativo (células pre-incubadas con
medio de cultivo). El enlace fue revelado empleando un anticuerpo secundario (2do) anti-IgG huma-
na conjugado a fluoresceina. El histograma rojo contiene los datos correspondiente a las células teni-
das con anticuerpo secundario solamente. El histograma verde contiene los datos correspondiente a
las células tefiidas bajo las distintas condiciones experimentales empleadas.
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procedio a realizar el experimento descrito
en la seccion anterior, pero esta vez em-
pleando la linea celular de adenocarcinoma
mamario MDA-MB-231, la cual no expresa
el receptor HER2. En este ensayo no se ob-
servh6 marcaje positivo con este tipo celu-
lar (Fig. 6), obteniéndose valores de IMF de
2,87 y 2,64 para el control negativo (suero
humano) y el sobrenadante respectivamen-
te, a diferencia de la IMF de 92,83 obtenida
con la linea celular SKBR3 la cual present6
nuevamente un marcaje positivo al emplear
sobrenadante. Se comprueba asi que la pro-
teina recombinante scFv-F¢ anti-HER2 pre-
sente en el sobrenadante de cultivo se une
de manera especifica a su antigeno sobre-
expresado en la linea celular de adenocarci-
noma mamario SKBR3.
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Fig. 6. Especificidad de unién de la proteina re-
combinante scFv-F¢ anti-HER2 empleando
células MDA-MB-231. Andlisis por citome-
tria de flujo de células MDA-MB-231 incuba-
das con sobrenadante de cultivo del transfec-
toma B9 productor del scFv-F¢ anti-HER2. El
enlace fue revelado empleando un anticuer-
po anti-Ig humana conjugado a fluoresceina.
El histograma rojo representa las células
MDA-MB-231 incubadas con anticuerpo se-
cundario solamente, el histograma azul re-
presenta las células MDA-MB-231 incubadas
con sobrenadante de cultivo del transfecto-
ma B9, y el histograma verde representa el
marcaje de células SKBR3 con sobrenadante
de cultivo del transfectoma B9.

Enlace de la proteina scFv-Fc anti HER2
a receptores para Fey

La unién de la proteina recombinante
schv-Fe anti-HER2 a los receptores FeyR se
estudio mediante citometria de flujo, em-
pleando la linea celular monocitica THP-1.
Para ello, se procedié a realizar ensayos de
bloqueo de la unién de un anticuerpo IgG1
humano conjugado a FITC utilizando como
bloqueante el sobrenadante de cultivo de
los transfectomas productores de la protei-
na scFv-F¢ anti-HER2. Cuando se permitio
el enlace directo del conjugado IgG1-FITC a
las células THP-1 se obtuvo una IMF= 53,05.
Como control negativo del bloqueo se em-
ple6 el medio de cultivo IMDM. Como con-
trol positivo del bloqueo se empled suero
humano (SH). Con estos controles las IMF
resultantes fueron 51,44 y 9,94, respectiva-
mente (Panel A, Fig. 7). A la par, se realiza-
ron diluciones seriadas del sobrenadante de
cultivo de uno de los transfectomas produc-
tores del scFv-Fe anti-HER2 y se comprobo la
capacidad del mismo para bloquear la unién
del conjugado IgG1-FITC. El bloqueo de esta
union fue dependiente de la concentracion
de la proteina recombinante, observandose
que al aumentar el factor de dilucién, la ca-
pacidad de bloquear la unién del conjugado
fue menor. Al utilizar ¢l sobrenadante puro,
la IMF= 9,12; ésta aument6 al diluir el so-
brenadante 1/10 (IMF= 14,52) 6 1/100
(IMF= 37,67) (Panel B, Fig. 7). El bloqueo
de la unién del conjugado IgG1-FITC a las
células THP-1, mediado por el scFv-Fe anti-
HER2, fue similar al ejercido por el SH cuan-
do el primero fue usado puro. Esto pudo
comprobarse al comparar los valores de IMF
obtenidos para cada condicion, siendo de
9,12 para el primer caso y 9,94 para el se-
gundo. Ademas, a pesar de diluir el sobre-
nadante 1/100, el bloqueo de la I¢G1-FITC
fue eficiente, ya que la IMF obtenida fue atin
menor (37,67) que cuando se empleé el con-
trol negativo de bloqueo (51,44).
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Fig. 7. Interferencia en el enlace de un conjugado IgG1-FITC a los receptores FeyR por parte del sobre-

nadante de cultivo del transfectoma B9 productor de la proteina scFv-Fe anti-HER2. En la figura
se muestra el resultado del analisis por citometria de flujo de células THP-1 incubadas con el sobre-
nadante de cultivo de uno de los transfectomas productores del scFv-F¢ anti-HER2 y sus respectivos
controles y posteriormente marcadas con el conjugado IgG1-FITC. Se observa claramente el efecto
inhibitorio que ejercio6 el sobrenadante sobre la unién del conjugado IgG1-FITC. El histograma rojo
representa la auto-fluorescencia de las células THP-1. El histograma verde representa las células THP-
1 incubadas con el conjugado I$G1-FITC bajo las condiciones experimentales indicadas.

DISCUSION

Los fragmentos de anticuerpo diri-
gidos contra el antigeno HER2 muestran
un gran potencial de aplicacion en el area
biomédica. En la actualidad, estdan siendo
probados en la deteccion, el diagnostico y
el tratamiento del cancer de mama y otros
tipos de cdncer que sobreexpresan HER2.
Por ejemplo, estos fragmentos han sido con-
jugados a diversos soportes para darles mas
especificidad hacia el tumor en ensayos de
deteccion por fotoacdstica (17), resonan-
cia magnética (18) e imagenologia (19,20).
Ademas, se han combinado con radionu-
cle6tidos (21), ARNasas (22), toxinas (23),
ARN de interferencia (24), como posibles
terapias para el tratamiento del cancer de
mama (25,26) y ovario (27).

El fragmento de anticuerpo scFv-Fe
anti-HER2 disenado y producido en este
trabajo mediante tecnologia de ADN recom-
binante presentd la mayoria de las caracte-
risticas estructurales esperadas a partir de
su diseno teérico. Esto pudo confirmarse
inicialmente mediante la secuenciacion del
plasmido portador de la secuencia de ADN
correspondiente y posteriormente, gracias
a la caracterizacion estructural realizada,
en la cual se determiné el peso molecular
aparente de la proteina producida. El peso
molecular de 100.000 se corresponde con
el de una proteina homodimérica, en la que
dos moléculas de scFv-Fc se combinan para
formar un complejo molecular de valencia y
propiedades similares a las de un anticuerpo
del tipo IgG, pero de dimensiones reducidas.
El reducido tamano de esta proteina recom-
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binante podria resultar ventajoso para su
actividad biolégica, permitiéndole un mayor
poder de penetracién a tumores, una mejor
capacidad de unién a otras moléculas o na-
noparticulas, sin perder las propiedades ci-
totoxicas caracteristicas de la IgG1. En tal
sentido, cabe mencionar que un anticuerpo
compacto con una especificidad muy similar
y del mismo tamano producido por De Lo-
renzo y col. (28) resulté mas eficiente que
el anticuerpo comercial trastuzumab en la
erradicacion de tumores HER2 positivos en
un modelo murido, probablemente debido a
su menor tamano y mayor capacidad de pe-
netracién y difusion extravascular.

La secuencia del plismido comercial
pFUSE-hIgG1-Fe, a partir del cual se produ-
jo la proteina scFv-Fe anti-HER2 solo posee
9 de los 16 aminoacidos que componen la
region bisagra de la IgG1l. Dado que esta
porcion faltante participa activamente en la
formacion de puentes disulfuros que mantie-
nen a la molécula de IgG en conformacion
dimérica, llama la atencién que la proteina
scFv-Fe anti-HER2 conserve las interaccio-
nes necesarias para la formacion de dimeros.
Es posible que el homodimero scFv-Fe anti-
HER2 sea menos estable y pueda separarse
en monomeros dependiendo de las condicio-
nes en las que se encuentre. No obstante,
una buena cantidad de otros fragmentos de
este tipo preparados a partir del mismo plas-
mido comercial poseen estas mismas carac-
teristicas en su region bisagra, sin presentar
limitaciones aparentes en este sentido. Por
ejemplo, Hu y col. produjeron un fragmento
de anticuerpo o “minibody”, fusionando un
scFv anti-CEA (del inglés Carcinoembryonic
Antigen) a la region bisagra y el domino C 3
de una IgG1l. Adicionalmente, produjeron
una versién alternativa de esta molécula,
sin region bisagra (29). La caracterizacion
estructural de estas proteinas mediante cro-
matografia liquida de alta resolucién (HPLC)
revel6 que ambas exhiben una conformacion
homodimérica, con un peso molecular de
80.000. Sin embargo, el andlisis electroforé-
tico revel6 la existencia de diferencias entre

ambas. En el caso de la versién que conte-
nia la region bisagra se observo un patréon de
migracion correspondiente al homodimero,
con bandas de 41.000 en condiciones reduc-
toras 'y de 82.000 en condiciones no reducto-
ras. Por su parte, la versién del scFv-Fe anti-
CEA que no poseia region bisagra se observo
en forma de monémero tanto en condicio-
nes reductoras como no reductoras, con una
masa molecular aproximada de 40.000. Es
posible que nuestro dimero, que también
contiene un segmento truncado de la region
bisagra, se comporte de manera andloga al
producido por Hu y col. (29).

Otras proteinas recombinantes del tipo
scFv-C, 3 con especificidad anti-HER2 fueron
obtenidas por el grupo de Olafsen en el ano
2004 (30). Estas proteinas fueron produci-
das en dos versiones, con y sin region bisa-
gra, y presentaron un peso molecular apa-
rente de 80.000 en el andlisis electroforético
bajo condiciones no reductoras. Esto, junto
al estudio mediante HPLC, demostré que
estas proteinas se encontraban en forma di-
mérica en sus dos versiones (30). Tanto para
el caso de las proteinas de fusién anti-CEA
como para el caso de las proteinas de fusion
anti-HER2, los investigadores argumentan
que la version sin region bisagra del anti-
cuerpo compacto se puede mantener en for-
ma dimérica gracias a interacciones hidro-
fobicas que ocurren entre los dos dominios
C,3, siendo éste el tnico componente del Fe
que conforma a estas proteinas recombinan-
tes (30,31).

La proteina scFv-F¢ anti-HER2 fue ca-
paz de unirse a la superficie de células de
cancer de mama que expresan el antigeno
HER2 y a la superficie de la linea celular
monocitica THP-1, la cual expresa recepto-
res para la region Fey de la [¢G humana.
También se demostré la naturaleza espe-
cifica de estas interacciones. La proteina
scFv-F¢ anti-HER2 no fue capaz de unirse a
células tumorales de cincer de mama que
no expresan el antigeno HER2, mientras
que su enlace a los receptores FeyR sobre
las células THP-1 ocasioné el bloqueo de la
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unién de una [gG1. Es pertinente comentar
que diferentes autores han documentado la
existencia de regiones especificas presentes
en las cadenas pesadas de la IgG, las cuales
son reconocidas por el receptor FeyRI huma-
no. Una de estas regiones es conocida como
“lower hinge” (baja bisagra), la cual corres-
ponde a una secuencia de aminoacidos que
se encuentra al comienzo del dominio C 2,
justo donde finaliza la region bisagra. Dicha
secuencia se extiende, en la [gG1, desde la
posicion 231 hasta la posicion 236 y esta
compuesta por los aminodcidos Glu-Leu-
Leu-Gly-Gly-Pro. Se ha reportado que los
dos residuos de leucina consecutivos en las
posiciones 234-235 son esenciales para el
reconocimiento de la IgG1 por el receptor
FeyRI y que su sustitucion puede ocasionar
una disminucion de la afinidad por dicho re-
ceptor (32-34).

Otro elemento importante para el re-
conocimiento de la IgG por los receptores
FeyR es la glicosilacion de la IgG. Se ha des-
crito que la presencia de un motivo de N-gli-
cosilacion conservado que se encuentra en
el dominio G2 a partir de la posicién 297
y cuya secuencia consenso es Asp-X-Ser/Thr
(donde X es cualquier aminoacido excepto
prolina) es esencial para la ocurrencia de
esta interaccion, para la lisis mediada por
complemento y también para la activacion
de las tres clases de receptor FeyR (34,35).
La informacion estructural acerca del Fc
solo o en complejos con otras proteinas
como proteina A o G ha mostrado que los
dominios que componen el Fe adquieren una
conformacion tipo herradura, en la cual los
aztcares enlazados a la asparagina sobresa-
len de la cavidad central (35). La presencia
de estos azticares es determinante para las
funciones efectoras de la IgG; es por esto
que la ausencia o las variaciones en los mis-
mos pueden tener una profunda influencia
sobre la mediacion de sus actividades biolo-
gicas (34). Resta por definir si la proteina
de fusion scFv-Fc¢ anti-HER2 producida se
encuentra glicosilada.

A pesar de que la produccion de la pro-
teina recombinante scFv-Fc anti-Her2 resul-
to exitosa, los niveles de produccion podrian
mejorarse empleando diferentes estrategias
relacionadas con el mantenimiento de los
cultivos de las células productoras. Por ejem-
plo, una de estas estrategias seria la deten-
cion del ciclo celular en la fase G1, ya que
en esta fase se expresan altamente los genes
involucrados en la biogénesis de los riboso-
mas y la traduccion de proteinas. Adicional-
mente, las células que se encuentran en la
fase G1 son metabdlicamente mas activas y
de mayor tamano que las que no lo estan.
Por tal razon, la fase G1 del ciclo celular se
considera como la ideal para la produccion
incrementada de proteinas recombinantes.
La detencion en dicha fase se ha empleado
para aumentar la productividad en diferen-
tes lineas celulares de uso comercial tales
como las células CHO (36,37).

Los abordajes empleados para inducir
la detencion del ciclo celular son variados,
pero actualmente hay dos que se han estu-
diado ampliamente. La primera estrategia
consiste en el cambio de temperatura a una
condicion de hipotermia leve. Esta condi-
cion genera una respuesta celular que pro-
duce una disminucioén de la actividad meta-
bolica (consumo de glucosa, captacion de
oxigeno y produccién de lactato y amonio),
retardo de la apoptosis y ayuda a extender
la duracion de la fase de produccion (fase
estacionaria). En tipos celulares como c¢é-
lulas CHO transfectadas para producir
proteinas recombinantes, se ha observado
incrementos en los niveles de ARNm re-
combinante ya sea debido al aumento en la
transcripeion del gen recombinante de in-
terés o a una estabilidad incrementada del
ARNm. Este proceso de cultivo consiste en
dos fases: una en la cual se obtiene la mayor
biomasa posible a 37°C, seguida de una fase
extendida de produccién con reduccion de
la temperatura (28-33°C), durante la cual
las células permanecen en desarrollo dete-
nido, mientras la produccién de proteinas
heterologas se mantiene estable y en alto
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nivel (36-38). Otra estrategia cominmente
empleada para la detencion del ciclo celu-
lar en fase G1 en el cultivo de células CHO
productoras de proteinas recombinantes
es la adicion de dimetilsulféxido (DMSO)
a bajas concentraciones. Este compuesto
quimico es capaz de inducir una detencién
eficiente y reversible del ciclo celular en
fase G1 en células CHO (90% de la pobla-
cion celular), empleandose a concentracio-
nes de 1-2% (36). Al igual que el DMSO, el
butirato de sodio se ha empleado exitosa-
mente en la modulacion del ciclo celular de
células CHO. Ambos compuestos han sido
asociados con la modulacion de las ciclinas
dependientes de quinasas y la inhibicion
de las histonas desacetilasas, induciendo
asi la detencion del crecimiento celular y
ocasionando, adicionalmente, un aumento
en la expresion de proteinas heter6logas
(37). Estas estrategias podrian emplearse
para aumentar la produccion del scFv-Fe
anti-HER2 del mismo y asi contar con ma-
yor cantidad de proteina de la que hasta el
momento ha sido obtenida, lo que permiti-
ria realizar ensayos funcionales, no solo in
vitro sino también in vivo.

En conclusion, este trabajo aporta el
material de partida para producir un insumo
biotecnolégico que se une al antigeno HER2.
Se requieren estudios de enlace y eficacia en
la induccion de actividad anti-células cance-
rosas y definir su utilidad en diagnéstico y/o
terapias antineoplasicas.
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