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Derivados de anticuerpos recombinantes, de cadena sencilla, trivalentes triespecificos o biespecificos

DESCRIPCION

La presente invencion se refiere una molécula de acido nucleico que codifica un polipéptido como se caracteriza en
las reivindicaciones adjuntas. La presente invencion se refiere ademas a un vector que comprende la molécula de
acido nucleico de la invencién, un huésped no humano transformado con el vector de la invencién, un procedimiento
para producir un polipéptido que comprende cultivar la célula hospedadora de la invencién en condiciones
adecuadas vy aislar el polipéptido producido y un polipéptido codificado por la molécula de acido nucleico de la
invencion o producido por el procedimiento de la invencion. Ademas, la presente invencion se refiere a
composiciones para diagndstico y farmacéuticas y procedimientos para tratar tumores.

En la presente memoria descriptiva, se citan varios documentos. El contenido de la divulgacion de estos documentos
incluyendo los manuales de los fabricantes se incorpora en su totalidad por referencia.

Las leucemias son canceres de la sangre o de la médula dsea y se caracterizan por una proliferacion anémala de
células sanguineas, habitualmente leucocitos. La leucemia se divide clinica y patoldgicamente en sus formas aguda
y cronica. La leucemia aguda se caracteriza por la proliferacion rapida de células sanguineas inmaduras. Este alto
numero de células inmaduras hace a la médula ésea incapaz de producir células sanguineas sanas. Las formas
agudas de leucemia pueden producirse en nifios y jévenes adultos. Se requiere tratamiento inmediato en leucemias
agudas debido a la rapida progresion y acumulacion de las células malignas, que después se vierten al torrente
sanguineo y se propagan a otros érganos del cuerpo. La leucemia crénica se distingue por la acumulacion excesiva
de células sanguineas relativamente maduras, pero aun andmalas. Tipicamente tarda de meses a afios en
progresar, las células se producen a una velocidad mucho mayor que las células normales, dando como resultado
muchos glébulos blancos anémalos en la sangre. La leucemia crénica se produce principalmente en personas
mayores, pero puede tedricamente producirse en cualquier grupo de edad. Mientras que la leucemia aguda debe
tratarse inmediatamente, las formas crénicas se controlan en ocasiones durante algun tiempo antes del tratamiento
para asegurar la eficacia maxima de la terapia. Las enfermedades se clasifican ademas de acuerdo con el tipo de
célula anémala que se halle mayoritariamente en la sangre (células linfoides frente a células mieloides) dando como
resultado cuatro categorias principales de leucemia: leucemia linfocitica aguda (también conocida como Leucemia
Linfoblastica Aguda, o ALL), Leucemia Linfoide Crénica (CLL), Leucemia Mielégena Aguda (también conocida como
Leucemia Mieloide Aguda o AML) y Leucemia Mielégena Croénica (CML).

La terapia aplicada habitualmente de enfermedades cancerosas que se originan en el sistema hematopoyético
incluye irradiacion y/o quimioterapia. Ademas, en ciertas circunstancias, la posibilidad adicional de trasplante de
médula 6sea se considera adecuada. Sin embargo, estas terapias son mas o menos toxicas para el paciente y la
mayoria de las veces, no conducen a la cura completa de la enfermedad. Recientemente, una inmunoterapia basada
en anticuerpos monoclonales ha entrado en la fase clinica y se ha demostrado ya que es eficaz. Ejemplos
prominentes son el Rituximab (anti-CD20) para el tratamiento de ciertos linfomas no-Hodgkin de linfocitos B (NHL) y
Campath 1H (anti-CD52) en el tratamiento de ciertas leucemias linfaticas crénicas (Reff et al., 1994; Onrust et al.,
1999; Riechmann et al.,1988; Hale et al., 1988). También se ha demostrado que este enfoque es exitoso en
enfermedades tales como diferentes tipos de hemoblastosis y también en tumores sélidos. Otros anticuerpos estan
en un estado clinico avanzado, por ejemplo Epratuzumab (anti-CD22) para NHL (Carnahan et al., 2003; Leonard et
al., 2003).

Una alternativa a esos anticuerpos son anticuerpos unidos a isotopos radiactivos. Son ejemplos de estos
anticuerpos BEXXAR (anti CD20-1131) y ZEVALIN (anti CD20-Y90) (Kaminski ef al., 1993; Davis et al., 2007;
Cheung et al.; 2006). En lugar de radioisotopos, pueden usarse otras sustancias tales como toxinas, tal como se
realiza para la inmunotoxina Mylotarg (anti CD33 acoplado con la toxina caliqueamicina; Hamann et al., 2002;
Sievers et al., 1999).

La ventaja general de los anticuerpos en el tratamiento de enfermedades cancerosas es su mayor especificidad por
células cancerosas en comparacion con células sanas. En particular en el caso de enfermedades hematoldgicas, las
células tumorales son facilmente accesibles debido a su presencia en la sangre, médula ésea o tejidos menos
compactos.

Los inconvenientes importantes de los anticuerpos en el uso anterior son su tamafo que limita su accesibilidad a
ciertos tejidos o su capacidad para penetrar en tumores. Ademas, las interacciones con receptores de Fc de células
no citotoxicas (por ejemplo linfocitos B o plaquetas) o con receptores inhibidores tales como FcyRIllb alteran su
efecto terapéutico (Peipp y Valerius, 2002; Clynes et al., 2000). Ademas, los polimorfismos bi-alélicos pueden reducir
la sensibilidad a una terapia de anticuerpo, lo que se demostrd, por ejemplo, para Rituximab (Cartron et al., 2002;
Weng y Levy, 2003).

Aunque la relevancia clinica de la citotoxicidad dependiente del complemento ain sigue sin estar clara (Weng y Levy
2001), el reclutamiento de células efectoras inmunitarias y la inducciéon de ADCC por implicacion de receptores de
Fc (FcR) desempefia un papel importante in vitro e in vivo, como se ha demostrado para Rituximab (Cartron, et al
2002, Weng y Levy 2003). Por lo tanto, la potenciacion de la actividad ADCC puede representar un enfoque
prometedor para mejorar la terapia basada en anticuerpos (Ab). En consecuencia, se han usado varios enfoques
diferentes para potenciar las funciones mediadas por células efectoras de diferentes anticuerpos monoclonales
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(mADb), por ejemplo, mejora de la unién de la parte Fc con los FcR por glico-ingenieria o mediante introduccion de
sustituciones de aminoacidos (Barbin, et al 2006, Lazar, et al 2006).

Se ha conseguido una mejora significativa adicional de las funciones efectoras mediante la generacioén de
anticuerpos biespecificos (bsAb), que en algunos casos produjeron citotoxicidad in vitro ain mas fuerte que los mAb
parentales (Weiner, et al 1993) y fueron capaces de superar algunas de las limitaciones de los anticuerpos
convencionales (Peipp y Valerius, 2002). Dos sitios de unién, uno para un antigeno expresado en células tumorales
y otro para una molécula desencadenante en la superficie de células efectoras inmunes (por ejemplo células T,
células NK, monocitos, macrofagos o granulocitos) conducen al reclutamiento eficaz de estas células efectoras a las
células tumorales y a destruccion especifica de las células tumorales mediante citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpo (ADCC) o fagocitosis. Tipicamente, la lisis de células tumorales se induce por unién del anticuerpo con
moléculas desencadenantes citotdxicas tales como CD2, CD28 o CD3 (expresadas en células T), CD16 (FcyRllla,
expresada en células NK), CD64 (FcyRI; expresada en neutrofilos activados y monocitos/macréfagos) o CD89
(FcaRI, expresada en neutroéfilos; Peipp y Valerius, 2002). Se sabe que los células NK estan entre los primeros en
regenerarse después de trasplantes con células madre, lo que los hace particularmente adecuados para eliminar las
células de la enfermedad minima residual (MRD) (Eyrich et al., 2001; Lang et al., 2003).

En comparacion con técnicas utilizadas previamente, la disponibilidad de anticuerpos recombinantes facilita en gran
medida la produccién y purificacion de anticuerpos biespecificos. Son conocidos habitualmente formatos de
anticuerpos tales como los diacuerpos, minicuerpos, diacuerpos de cadena sencilla o fragmentos variables de
cadena sencilla biespecificos en tandem (bsscFv) (Peipp y Valerius, 2002), de los cuales los dos Ultimos consisten
en solamente una molécula.

El antigeno o los antigenos elegido(s) para unirse con el derivado de anticuerpo terapéutico es/son cruciales para la
terapia. Se han descrito anteriormente anticuerpos que se unen a CD19 expresado en linfocitos B en el tratamiento
de neoplasias linfoides B (Grossbard et al.,, 1992). CD19 se expresa en linfocitos B en todos los estadios de su
desarrollo excepto para la célula plasmatica madura. Hasta ahora, este antigeno no se ha encontrado en células
madre hematopoyéticas u otras células mas alla del compartimento linfoide B. Los formatos usados hasta la fecha
comprendian anticuerpos completos, inmunoconjugados, inmunoliposomas, inmunotoxinas y formatos biespecificos.
El tratamiento de seis pacientes con un anticuerpo murino CD19 IgG2A condujo a la remision parcial en un paciente
(Hekmann et al., 1991). Un anticuerpo de CD19 quimérico modificado por ingenieria genética con glicol fue capaz de
mediar en la ADCC mediante células NK (Barbin et al, 2006), un anticuerpo CD19 quimérico adicional desacelero el
crecimiento de un tumor positivo para CD19 en un modelo de ratén SCID (Pietersz et al., 1995). Se desarrollaron
derivados de anticuerpo anti-CD19 acoplados con el inhibidor de la tirosina quinasa genisteina asi como con
radiois6topos, citotoxinas o exotoxinas que mostraron todos una mejora de la enfermedad cancerosa (Messinger et
al., 1998; Vervoordeldonk et al., 1994; Vallera et al., 2004; Schwemmlein et al., 2007). Anticuerpos biespecificos
conocidos son, por ejemplo, los dirigidos contra CD19 y CD64 usando macréfagos estimulados por interferén como
células efectoras (Ely et al., 1996). Los derivados de anticuerpos dirigidos contra CD19 y CD3 (Haagen et al., 1992;
Weiner y de Gast, 1995; Kiprianov et al, 1998; Loffler et al., 2000) asi como CD19 y CD16 (Kiprianov et al., 2002)
activan células T citotdxicos o células NK, respectivamente. Aunque los datos de cultivo celular demostraron
actividad litica significativa para los derivados de anticuerpos biespecificos [CD19xCD3], el entrecruzamiento de
CD3 mediado por el anticuerpo condujo a activacion de células T no especifica, provocando una toxicidad en la
célula asociada con el anticuerpo (Segal et al., 1999). Se han producido derivados de anticuerpos [CD19xCD16]
como una molécula Fv de cadena simple, como un diacuerpo bicatenario y como un diacuerpo tetravalente y se ha
demostrado que son eficaces en un modelo de raton de linfoma humano (documento EP 1314741; Affimed
Therapeutics AG). CD16 es el receptor de baja afinidad por IgG (FcyRIIl), que se expresa de forma constitutiva como
una isoforma transmembrana en la superficie de células NK y macréfagos (CD16a), y como una molécula anclada a
glicosil fosfatidil inositol (GPI) en la superficie de neutréfilos (CD16b) (Ravetch y Kinet, 1991; van deWinkel y
Anderson, 1991). Para la sefializacion intracelular, CD16a requiere la asociacion con la cadena FcRy que contiene el
motivo de activacion basado en tirosina de inmunorreceptor (ITAM), el cual desencadena la sefializacion corriente
abajo. Los estudios con anticuerpos biespecificos acoplados de forma convencional que redirigen células NK
mediante CD16 han demostrado citdlisis potente de células malignas en cultivo y en modelos animales (Garcia de
Palazzo et al, 1992; Hombach et al, 1993; Kipriyanov et al, 2002). Por lo tanto, se iniciaron ensayos clinicos con
anticuerpos biespecificos dirigidos a CD16 (Weiner ef al, 1995; Hartmann et al, 1997). Sin embargo, la
inmunogenicidad de anticuerpos de hibridomas-hibridos, asi como los efectos secundarios no deseados provocados
por la presencia de dominios Fc, y dificultades en la produccién de suficientes cantidades de material de uso clinico
han limitado estos ensayos clinicos. Otro anticuerpo biespecifico antiiCD19xCD16] utiliza dos Fv de cadena sencilla
combinados en una cadena polipeptidica (Bruenke et al., 2005).

La eficacia de los anticuerpos depende de su estabilidad en el suero humano, su localizacion en el organismo y su
afinidad. Se han desarrollado varios medios para influir en estas propiedades. Por ejemplo, un enlace disulfuro entre
los dos dominios variables de un anticuerpo scFv puede mejorar en gran medida la estabilidad en suero, pero con
mucha frecuencia da como resultado expresién insoluble de la proteina recombinante o conduce a una reduccion de
la afinidad. Medidas adicionales aplicables para la mejora de las propiedades farmacocinéticas son acoplar el
derivado del anticuerpo con polietilenglicol (PEG), componentes que se unan con albumina de suero humano (HSA),
con la HSA en si misma o con péptidos que proporcionen sitios de N-glicosilacion al derivado del anticuerpo
(Kubetzko et al, 2006; Huhalov & Chester, 2004; Muller et al, 2007; Schoonjans et al, 2000; Stork et al, 2008).
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Finalmente, la afinidad con las células tumorales diana podria potenciarse desarrollando derivados de anticuerpo
multivalentes. Los formatos publicados comprenden minicuerpos, triacuerpos, diacuerpos tretavalentes o triacuerpos
trivalentes, que estan equipados con una o mas especificidades. Su tamafio reducido permite la penetracion en el
tumor asi como un tiempo de retencién mayor en el organismo, ya que su peso molecular queda aun por encima de
la barrera de exclusion de los rifiones. Una desventaja restante de las moléculas que comprenden mas de dos sitios
de unién a antigeno, es quetodavia consisten en al menos dos cadenas polipeptidicas, ya que hasta ahora no se ha
descrito que puedaobtenerse una molécula de cadena sencilla con mas de dos especificidades que sea aplicable
como producto terapéutico. Si un derivado de anticuerpo consiste en mas de una cadena polipeptidica es mas dificil
producirlo y purificarlo para obtener una mezcla homogénea.

Finalmente, la afinidad similar de derivados de un anticuerpo con el mismo numero de sitios de unién especificos,
tanto para células tumorales como para células efectoras, con frecuencia conduce a la activacion de estas Ultimas
sin ser reclutadas a un tumor u otra célula antes, lo que conduce a un potencial citotdoxico reducido de la célula
efectora.

La presente invencion proporciona nuevos y ventajosos derivados de anticuerpo adecuados como productos
terapéuticos en enfermedades hematoldgicas, que tienen una mayor afinidad por las células tumorales que por las
células efectoras, desplazando de este modo la avidez hacia las células tumorales, siendo mas estables y
mostrando un tiempo de retencién en plasma prolongado in vivo.

En consecuencia, la presente invencion se refiere a una molécula de acido nucleico que codifica un polipéptido tal y
como se caracteriza en las reivindicaciones adjuntas, en el que el polipéptido consiste en (a) un primer dominio de
inmunoglobulina que consiste en un dominio V_ unido a un dominio Vu, en el que el dominio de inmunoglobulina se
une especificamente a un antigeno expresado en células tumorales; (b) un segundo dominio de inmunoglobulina
que consiste en un dominio V_ unido a un dominio Vy, en el que dominio de inmunoglobulina se une especificamente
a un antigeno expresado en células tumorales; y (c) un tercer dominio de inmunoglobulina que consiste en un
dominio V_ unido a un dominio Vy, en el que el dominio de inmunoglobulina se une especificamente a un antigeno
de células efectoras, en el que la célula efectora se selecciona del grupo que consiste en células NK, células T,
granulocitos neutrdfilos, monocitos y macréfagos; en el que al menos uno de los antigenos expresado en células
tumorales y al que se une el dominio de inmunoglobulina de (a) o (b),es un antigeno expresado en células madre
tumorales o en células precursoras o progenitoras tumorales; y (d) opcionalmente, al menos un (poli)péptido no
relacionado con dominios de inmunoglobulina; y en el que la molécula de acido nucleico codifica al menos un
enlazador que separa al menos un dominio V4 de un dominio V. o al menos un dominio V. de uno V.

De acuerdo con la presente invencion la expresion “molécula de acido nucleico” define una cadena molecular lineal
que consiste en mas de 30 nucledtidos. El grupo de moléculas designado en el presente documento como
“moléculas de acido nucleico” también comprende genes completos.

Las “moléculas de acido nucleico”, de acuerdo con la presente invencion, incluyen ADN, tal como ADNc o ADN
genomico y ARN. Se incluyen ademas moléculas miméticas de acidos nucleicos conocidas en el estado del arte
como derivados sintéticos o semisintéticos de ADN o ARN y polimeros mixtos. Dichas moléculas miméticas de acido
nucleico o derivados de acido nucleico de acuerdo con la invencion, incluyen acido nucleico fosforotioato, acido
nucleico fosforamidato, acido ribonucleico 2’-O-metoxietil, acido nucleico morfolino, acido nucleico hexitol (HNA), y
acido nucleico bloqueado (LNA) (véase Braasch y Corey, Chem Biol 2001, 8: 1). El LNA es un derivado del ARN en
el que el anillo de ribosa esta limitado a un enlace de metileno entre el oxigeno 2’ y el carbono 4’. Pueden contener
adicionalmente bases nucleotidicas derivadas o no naturales, como se apreciara facilmente por los expertos en la
materia.

La presente invencién contempla ademas moléculas de acido nucleico complementarias a la molécula de acido
nucleico anteriormente definida, asi como moléculas de acido nucleico que hibridan con la misma en condiciones
rigurosas.

Se conoce bien en la técnica como realizar experimentos de hibridacion con moléculas de acido nucleico. De forma
correspondiente, la persona experta en la materia conoce qué condiciones de hibridacion tiene que usar para
permitir una hibridacion exitosa. El establecimiento de condiciones de hibridacion adecuadas se indica en libros de
texto convencionales tales como Sambrook, Russell “Molecular Cloning, A Laboratory Manual”, Cold Spring Harbor
Laboratory, N.Y. (2001); Ausubel, “Current Protocols in Molecular Biology”, Green Publishing Associates y Wiley
Interscience, N.Y. (1989), o Higgins y Hames (Eds.) “Nucleic acid hybridization, a practical approach” IRL Press
Oxford, Washington DC, (1985).

Las “condiciones rigurosas” se refieren a condiciones de hibridacion en la que los polinucleétidos que son capaces
de hibridar con los polinucleétidos de la invenciéon o partes de los mismos, hibridan con estas secuencias diana en
un grado detectablemente mayor que con otras secuencias (por ejemplo, al menos 2 veces sobre el fondo). Las
condiciones rigurosas son dependientes de secuencia y seran distintas en diferentes circunstancias. Controlando la
rigurosidad de la hibridacion y/o condiciones de lavado, pueden identificarse secuencias dianas que tienen al menos
90% de identidad de secuencia, mas preferentemente 95%, tal como 98% y mas preferentemente 100% de
identidad de secuencia con la sonda (condiciones de hibridacion altamente rigurosas). Como alternativa, las
condiciones de rigurosidad pueden ajustarse para permitir un mayor grado de desapareamiento en las secuencias
(condiciones de hibridacion de rigurosidad baja). Dichas condiciones altamente rigurosas y poco rigurosas para
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hibridaciéon se conocen bien por los expertos en la materia. Por ejemplo las “condiciones rigurosas” se refieren a
condiciones de hibridacion que comprenden, por ejemplo, una incubaciéon durante una noche a 65°C en SSC 4x
(NaCl 600 mM, citrato sédico 60 mM) seguido de un lavado a 65°C en SCC 1x durante una hora. Como alternativa,
las condiciones de hibridaciéon pueden comprender: una incubacién durante una noche 42°C en una solucién que
comprende formamida al 50%, SSC 5x (NaCl 750 mM, citrato sédico 75 mM), fosfato sédico 50 mM (pH 7,6)
solucion de Denhardt 5x, dextran sulfato 10% y ADN de esperma de salmon fragmentado y desnaturalizado 20
png/ml, seguido de un lavado, por ejemplo, en SSC 0,1-0,5x a aproximadamente 55-65°C durante aproximadamente
de 5 a 20 min. Dichas condiciones de hibridaciéon también se conocen por los expertos en la materia como
“condiciones altamente rigurosas para hibridacion”.

También se contemplan moléculas de acido nucleico que hibridan con los polinucleétidos de la invencién en
condiciones de hibridaciéon de menor rigurosidad (“condiciones para hibridacion de baja rigurosidad”). Los cambios
en la rigurosidad de la hibridaciéon se consiguen principalmente mediante la manipulaciéon de la concentracion de
formamida (menores porcentajes de formamida dan como resultado rigurosidad reducida), condiciones salinas o
temperatura. Por ejemplo, las condiciones de menor rigurosidad incluyen una incubacion durante una noche a 50°C
en SSC 4x o una incubacién durante una noche a 37°C en una solucién que comprende SSPE 6x (SSPE 20x = NaCl
3 M; NaH;PO4 0,2 M; EDTA 0,02 M, pH 7,4), SDS al 0,5 %, formamida al 30%, ADN de esperma de salmén 100
mg/ml de bloqueo; seguido de lavados a 50°C con SSPE 1x, SDS 0,1%. Ademas, para conseguir una rigurosidad
aun menor, después de la hibridacion rigurosa pueden hacerse lavados a concentraciones salinas mayores (por
ejemplo SSC 5x). Debe observarse que pueden conseguirse variaciones en las condiciones anteriores mediante la
inclusion y/o sustitucion de reactivos de bloqueo alternativos. Los reactivos de bloqueo tipicos incluyen reactivos de
Denhardt, BLOTTO, heparina, ADN de esperma de salmén desnaturalizado y formulaciones patentadas disponibles
en el mercado. La inclusién de reactivos de bloqueo especificos puede requerir la modificacién de las condiciones de
hibridaciéon descritas anteriormente, debido a problemas con la compatibilidad. Dichas modificaciones pueden
efectuarse en general por el experto en la materia sin mas. La realizacion indicada anteriormente en el presente
documento se refiere preferentemente a condiciones altamente rigurosas y como alternativa a condiciones de menor
rigurosidad. Puede formarse un complejo de hibridacién en solucién (por ejemplo, analisis Cot o Rot) o entre una
secuencia de acido nucleico presente en solucion y otra secuencia acido nucleico inmovilizada en un soporte sélido
(por ejemplo, membranas, filtros, microplacas, puntas o portaobjetos de vidrio a los que, por ejemplo, se han fijado
células).

El término “polipéptido” tal como se usa en el presente documento, describe cadenas moleculares lineales de
aminoacidos , incluyendo proteinas monocatenarias o sus fragmentos, que contienen mas de 30 aminoacidos. En
consecuencia, el término “péptido” tal como se usa en la presente invencion, describe cadenas lineales de
aminoacidos que contienen hasta 30 aminoacidos. Ademas, también estan abarcados por la invencion
peptidomiméticos de dichas proteinas/polipéptidos en los que el aminoacido o los aminoacidos y/o enlace(s)
peptidico(s) se han remplazado por analogos funcionales. Dichos analogos funcionales incluyen todos los
aminoacidos conocidos distintos de los 20 aminoacidos codificados por genes, tales como la selenocisteina. Los
términos “polipéptido” y “proteina’, que se usan de forma intercambiable, también se refieren a
polipéptidos/proteinas modificados de forma natural en los que la modificacion se efectia, por ejemplo, por
glicosilacion, acetilacion, fosforilacién y modificaciones similares que se conocen bien en la técnica.

La expresion “dominio de inmunoglobulina que comprende un dominio V ligado a un dominio V4" se refiere a
dominios variables del fragmento cadena sencilla de inmunoglobulinas (scFv) que han mostrado ser necesarios y
suficientes para unirse con su antigeno. Cada uno de los dominios Vi 0 Vi comprende tres regiones determinantes
de la complementariedad (CDR), regiones altamente variables responsables principalmente de la unién del antigeno.
Cuando sea aplicable, un dominio V. o V4 puede consistir en al menos una CDR por dominio, preferentemente al
menos dos, preferentemente las tres, siempre que el dominio de inmunoglobulina resultante ejerza la funcién
deseada, es decir se una especificamente a su antigeno diana.

La molécula de acido nucleico de la invencion puede codificar dominios de inmunoglobulina derivados de una Unica
especie, pero también moléculas quiméricas o humanizadas.

Con respecto a la disposicion del dominio V. y Vy en el dominio de inmunoglobulina, el dominio V. puede situarse en
la posicién N- o C-terminal del dominio V4. En consecuencia, en el acido nucleico de la presente invencion, el acido
nucleico que codifica el dominio V| puede situarse en posicion 5’ o 3’ del codificado por el dominio Vu. El experto en
la materia puede determinar qué disposicion de los dominios Vy y Vi es mas adecuada para un scFv especifico.

La expresion “se une especificamente” o “uniéndose especificamente” (que tiene el mismo significado que
“interacciona especificamente”) como se usa de acuerdo con la presente invencion, significa que el dominio de
inmunoglobulina no, o esencialmente no reacciona de forma cruzada con un epitopo con una estructura similar a la
del antigeno diana. Puede ensayarse la reactividad cruzada de un panel de los dominios de inmunoglobulina que se
investigan, por ejemplo, evaluando la union de dicho panel de dominios de inmunoglobulina en condiciones
convencionales con el epitopo de interés asi como con varios epitopos mas o menos estrechamente relacionados
(estructuralmente y/o funcionalmente). Solamente los dominios de inmunoglobulina que se unan con el epitopo de
interés en su contexto relevante (por ejemplo, un motivo especifico en la estructura de una proteina) pero no, o
esencialmente no, se unen a ninguno de los otros epitopos, se consideran especificos para el epitopo de interés y
por lo tanto, son dominios de inmunoglobulina de acuerdo con la presente invencién. Se describen procedimientos
correspondientes por ejemplo en Harlow y Lane, 1988 y 1999, en el lugar citado.
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La expresion “antigeno expresado en células tumorales” se refiere a antigenos expresados en la superficie de
células tumorales. Las “células tumorales” de acuerdo con la presente invencion, son células transformadas que son
caracteristicas de, o dan lugar a tumores. El término “tumor” de acuerdo con la presente invencion, se refiere no
solamente a tumores solidos, sino también a afecciones de tumores no solidos, tales como, por ejemplo, la
leucemia.

Un “antigeno de célula efectora” es un antigeno expresado en la superficie de células efectoras. La expresion
“células efectoras” tal como se usa a lo largo de la presente invencion, se refiere a leucocitos diferenciados
terminalmente que realizan una o mas funciones especificas en el sistema inmunitario. Las “células efectoras” de
acuerdo con la presente invencion son células NK, células T, granulocitos, macréfagos o monocitos. Se prefiere que
las células efectoras sean células NK.

El término “células madre” de acuerdo con la presente invencion, se refiere a células primarias halladas en todos los
organismos multicelulares, que conservan la capacidad de auto-renovarse a través de la division celular mitética y
pueden diferenciarse en una serie diversa de tipos celulares especializados. Las células madre hematopoyéticas
(HSC) son un subconjunto pequefio de células de la médula dsea, que representan aproximadamente 1 : 10°-1:
10° células, con la capacidad unica de generar todos los otros tipos celulares maduros del sistema hematopoyético.
Tienen la capacidad caracteristica definitoria de dividirse tanto de manera simétrica como asimétrica, y generar
células comprometidas con el linaje. Las HSCs se dividen en pocas ocasiones pero tienen una alta capacidad de
autorrenovacion. Las células de la progenie comprometidas con el linaje son “células progenitoras” y “células
precursoras”, que proliferan de forma mas activa (Spangrude et al., 1988; Bryder et al., 2006). La expresién “célula
precursora o progenitora’ se refiere a células inmaduras o indiferenciadas, tipicamente halladas en animales
postnatales. La expresion “células precursoras o progenitoras tumorales” de acuerdo con la presente invencion, se
refiere a células con propiedades alteradas, por ejemplo, respecto a su comportamiento de proliferacion o su patrén
de expresion génica, que dan lugar a células tumorales. Son ejemplos de dichas células precursoras o progenitoras
tumorales, por ejemplo, las células precursoras o progenitoras leucémicas. Las células progenitoras comparten
muchas caracteristicas comunes con las células madre. Como las células madre, las células progenitoras tienen una
capacidad de autorrenovacion y diferenciacion, aunque estas propiedades pueden ser limitadas en comparacion con
las de las células madre. Las células progenitoras o precursoras pueden verse como progenie intermedia de las
células madre todavia capaces de proliferar.

La relacion de dominios de inmunoglobulina que se unen a antigenos expresados en células tumorales y los que se
unen a antigenos de células efectoras es un elemento esencial de la presente invencién. Como se ha analizado
anteriormente, los derivados de anticuerpos previamente conocidos comprenden derivados bi- o triespecificos de
inmunoglobulinas multicatenarias o derivados biespecificos de Fv de cadena sencilla. Hasta donde alcanza el
conocimiento del solicitante, no se ha publicado hasta la fecha la optimizacion de la relacion de los sitios de unién
para antigenos tumorales y antigenos de células efectoras y su efecto en la calidad de la respuesta inmune frente a
las células tumorales. La presente invencién desvela por primera vez una relacion de dominios de inmunoglobulina
de 2:1 que se unen a antigenos de células tumorales y a antigenos de células efectoras. La mayor fraccion de
dominios de inmunoglobulina que se unen a antigenos expresados en células tumorales tiene el efecto de
incrementar la afinidad por las células tumorales. Por lo tanto, el mayor nimero de restos de unidn a antigeno
dirigidos a antigeno expresado en células tumorales aumenta la probabilidad de que el polipéptido de la invencién se
una con una célula tumoral antes de que se una con una célula efectora. El reclutamiento de células tumorales antes
que las células efectoras es ventajoso por la siguiente razén: hasta ahora, en un contexto terapéutico, las respuestas
inmunes se inducen tras la unién de una inmunoglobulina con una o dos especificidades, o de una molécula natural
desencadenante, con un antigeno respectivo expresado en la superficie de las células efectoras que median en una
respuesta inmune. Por lo tanto, las células efectoras no pueden distinguir si una molécula de anticuerpo esta unida a
una célula tumoral o no conduce a una respuesta inmune inespecifica en el caso de que el derivado del anticuerpo
no esté unido a una célula tumoral. Por el contrario, la relaciéon 2:1 de sitios de union a antigeno especificos para
antigenos tumorales y los especificos para células efectoras potencia la probabilidad de que el derivado del
anticuerpo de la presente invencion se una con una célula tumoral antes de que se una con un antigeno de una
célula efectora. Como consecuencia de la avidez potenciada para las células tumorales, el tiempo de retencién en la
superficie celular de las células tumorales se prolonga dando como resultado un potencial de direccién mejorado,
como se ha descrito anteriormente. Esto reduce en gran medida la cantidad de respuestas inmunes inespecificas y
puede por lo tanto reducir los efectos secundarios adversos de moléculas previamente conocidas.

Aparte de los efectos descritos anteriormente, la presente invencién demuestra por primera vez que un polipéptido
de cadena sencilla que comprende tres especificidades de uniéon a antigeno en el formato de scFv, puede
expresarse de forma recombinante y soluble y ejerce los efectos deseados. Como se ha descrito anteriormente, los
anticuerpos biespecificos Fv de cadena sencilla se conocian en el estado anterior de la técnica. Sin embargo, no se
creia en general que se pudiera obtener una molécula de cadena sencilla biespecifica, la cual se supone que es
estructuralmente compleja, que esté correctamente plegada, sea estable y aun tenga la funcion deseada, es decir,
se una con sus antigenos diana, por lo que la avidez para antigenos de células tumorales es mayor que la de para
los de las células efectoras. Con frecuencia, los scFv que se habian fusionado con otros dominios proteicos, por
ejemplo, con otros fragmentos derivados de anticuerpo, tenian una menor afinidad que los scFv solos (Lu et al.,
2002; Mc Call et al., 2001; Schwenkert et al., 2008). Por lo tanto estaba anticipado que el scFv central, que
interacciona en ambos extremos N- y C-terminal con otra proteina en el formato de un triple cuerpo scFv, tendria
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una afinidad o funcionalidad drasticamente alterada.

Una ventaja adicional del formato del polipéptido de la presente invencion es que la combinacion de tres scFv en un
polipéptido reduce la superficie de la molécula. Esto y la falta de dominios constantes de anticuerpos reduce la
inmunogenicidad potencial en el caso de anticuerpos derivados de otros organismos distintos del que va a curarse
de un tumor.

Ademas, los derivados del anticuerpo biespecifico en su formato mas sencillo, que consiste en dos scFv conectados
por un enlazador flexible de aproximadamente 10-20 aminoacidos, tienen una masa molecular relativa (Mr) de
solamente 50-60 kDa aproximadamente, y las proteinas con Mr 65 kDa se eliminan rapidamente del torrente
sanguineo por los rifiones (Kipriyanov et al, 1999; Huhalov y Chester, 2004). La eliminacién rapida de la sangre da
como resultado escasa retencion en el sitio tumoral (Hu et al, 1996). En consecuencia, el tamafio de las proteinas
biespecificas se ha aumentado por diversas modificaciones, incluyendo PEGilacion (Kubetzko et al, 2006), N-
glicosilacion o la adicion de mas dominios proteicos (Huhalov y Chester, 2004; Muller et al, 2007; Schoonjans et al,
2000; Stork et al, 2008). Estas modificaciones dieron como resultado tiempos de retencion en plasma mejorados y
tiempos de retencion en cuerpo in vivo (Kontermann, 2005) que, sin embargo, no mejoraron las propiedades de
union de la molécula a las células tumorales como podria conseguirse con las moléculas de la presente invencion.

En una realizacion preferida, el dominio de inmunoglobulina de los puntos (a) y (b) se unen con el mismo antigeno
expresado en células tumorales. Por ejemplo, ambos dominios de inmunoglobulina pueden unirse con CD7, CD19,
CD33, CD13, CD44var, CD123, la molécula tipo lectina de tipo C-1 (CLL-1), CD96, estando esta ultima presente en
células madre de leucemia (LSC) en AML, o Proteoglicano de Condroitin Sulfato asociado a Melanoma (MCSP).

En otra realizacion preferida, el dominio de inmunoglobulina de los puntos (a) y (b) se une con diferentes antigenos
expresados en células tumorales.

En una realizacion preferida adicional, el al menos un antigeno expresado en células madre tumorales o células
precursoras o progenitoras tumorales es CD19, CD33, CD13, CD44var, CD123, CLL-1 o CD96.

En una realizacién preferida adicional de la presente invencion, los antigenos expresados en células tumorales,
preferentemente en células madre tumorales o células precursoras o progenitoras tumorales, y con los que se unen
los dominios de inmunoglobulina de (a) y (b) son CD19 y CD33, CD19 y CD13, CD19 y CD123, CD19 y CD44var,
CD19 y MCSP, CD33 y CD13, CD33 y CD123, CD33 y CD44var, CD33 y CLL-1, CD33 y CD96, CD13 y CD123,
CD13 y CD44var, CD13 y CLL-1, CD13 y CD96, CD123 y CD44var, CD123 y CLL-1, CD123 y CD96, CD44var y
CLL-1, CD44var y CD96, o CLL-1y CD96.

En general, en las células sanas solamente se expresa a la vez un tipo de los antigenos anteriores. Sin embargo, en
ciertos tumores, particularmente en ciertas leucemias, pueden expresarse a la vez mas de uno de los antigenos
especificos anteriores u otros. Son ejemplos prominentes descritos en el estado del arte CD13 y CD19, CD33 y
CD19, asi como CD19 y MCSP (Proteoglicano de Condroitin Sulfato asociado a Melanoma), que se co-expresan en
leucemias de linaje mixto o bi-fenotipico (Greil et al., 1994; Hrusak y Porwit-MacDonald, 2002; Casasnovas et al.,
2003; Haagen et al., 1992). El polipéptido codificado por la molécula de acido nucleico de la presente invencion y
que tiene una especificidad por dos antigenos diferentes, habitualmente no expresados simultaneamente en células
sanas, tiene una afinidad aumentada por las células aberrantes, es decir por células tumorales que expresan
simultaneamente dos de los antigenos anteriores. Esto potencia la selectividad de la molécula por las células
tumorales.

En otra realizacion preferida, el antigeno de la célula efectora con el que se une el dominio de inmunoglobulina de
(c) es CD16 (FcyRllla) o CD64 (FcyRI). Son antigenos adicionales adecuados en el contexto de la presente
invencién CD89, NKG2D, NKp30, NKp44, NKp46, CD3, CD28 o CD2.

En una realizacion preferida adicional, al menos un dominio de inmunoglobulina comprende al menos un resto de
cisteina capaz de formar enlaces disulfuro intramoleculares.

Se sabe que los enlaces de cisteina intramoleculares estabilizan un fragmento de anticuerpo e influyen
positivamente en su estabilidad en suero y/o en algunos casos, en su afinidad de union al el epitopo diana, etc. Se
encuentran en general enlaces disulfuro en anticuerpos de origen natural, en los que estan presentes en las
regiones variables y constantes. Se ha descubierto que muchos anticuerpos scFv tienen una afinidad menor por el
antigeno que el homadlogo de la Fab lo que se atribuy6 al hecho de que el enlazador peptidico del scFv interfiere con
la union (Batra et al., 1992; Pantoliano et al., 1991; Stemmer et al., 1993). Para mejorar el rendimiento de los
anticuerpos scFv con diferente cantidad de sitios de union, se ha intentado introducir cisteinas capaces de formar
enlaces disulfuro en posiciones en la molécula en las que no aparecen de forma natural. Deben cumplirse los
siguientes prerrequisitos cuando se disefie un anticuerpo modificado con enlaces de cisteina artificiales. En primer
lugar, el enlace disulfuro debe conectar aminoacidos en regiones conservadas estructuralmente de la Fv, es decir,
en las regiones Vy y V.. Ademas, la distancia entre el dominio Vi y el V| deberia ser suficientemente pequefia para
permitir la formacion de un enlace disulfuro sin la generacion de una tensién adversa en la molécula de Fv.
Finalmente, el enlace disulfuro debe estar suficientemente distante de las CDR para no interferir con la unién al
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antigeno. Como consecuencia, las cisteinas introducidas para formar el enlace disulfuro estan en las regiones
estructurales conservadas de la Fv que conectan las CDR de las regiones Vy y VL en posiciones que estan
estructuralmente conservadas en la mayoria de los anticuerpos. Glockshuber et al. (1990), Brinkmann et al. (1993) y
Reiter et al. (1994) expusieron estos criterios y establecieron con éxito los primeros anticuerpos con Fv estabilizadas
por disulfuro.

Sin embargo, la mayoria de los ensayos realizados para estabilizar anticuerpos que comprenden solamente
regiones variables de esta manera, como en scFv, se han encontrado con diversas dificultades, es decir se
plantearon con problemas similares durante la expresién de los anticuerpos modificados en comparaciéon con la
expresion de anticuerpos completos recombinantes. Por ejemplo, las moléculas resultantes resultaron ser insolubles
cuando se expresaron de forma recombinante, lo que probablemente se deba a formacién incontrolada del enlace
disulfuro y la agregacion resultante de la misma. Aparte de esto, los scFv estabilizados con disulfuro también
presentaron con frecuencia una afinidad reducida por el antigeno en comparacién con sus homélogos no
estabilizados con disulfuro. La presente invencién podria superar este problema. Aunque se predice que tenga como
resultado dificultades similares a las descritas anteriormente por diversos expertos en el campo, los dominios de
inmunoglobulina del derivado de anticuerpo de la presente invencién podrian estabilizarse por enlaces cisteina
intradominio y a la vez sin volver insoluble a la molécula completa. Pueden introducirse mutaciones en la secuencia
de aminoacidos del polinucledtido de la invencién, por ejemplo, segun Reiter et al. (1994) en la base de los tripletes
en la posicion 100 en el dominio V. o en la posicién 44 en el dominio Vy, de modo que codifiquen un resto de
cisteina. Todas las posiciones son de acuerdo con la numeracion de Kabat (Kabat ef al 1991). En el contexto de la
presente invencion, se estabilizan dominios de inmunoglobulina que se unen con ciertos antigenos mutando dos
aminoacidos apropiados como se ha descrito anteriormente para cisteinas. Se ha mostrado que la introduccién de
enlaces disulfuro en dominios de inmunoglobulina de scFv especificos para CD19 y CD16 potencian en gran medida
la estabilidad de las moléculas, sin afectar a su especificidad o reducir su afinidad y funcionalidad, lo cual se ha
observado por los presentes inventores para otros scFv especificos para MCSP o CD7.

Los medios para introducir mutaciones en una molécula de acido nucleico son conocidos por un experto en la
materia y pueden recuperarse, por ejemplo, de Sambrook, 2001 y Ausubel, 2001.

De acuerdo con la presente invencion, la molécula de acido nucleico de la invencion codifica al menos un enlazador
que separa al menos un dominio Vy de uno V. o al menos un dominio V. de uno V.

El término “enlazador” tal como se usa de acuerdo con la presente invencidon, se refiere a una secuela de
aminoacidos que une los dominios Vy y Vi de un dominio de inmunoglobulina o dos dominios de inmunoglobulina.
Por lo tanto, el enlazador puede separar al menos una regién Vy y Vi que forma un dominio de inmunoglobulina y/o
el enlazador puede separar al menos una region V. y Vy de dominios de inmunoglobulina adyacentes.

Los enlazadores concebidos en la presente invencion son enlazadores (poli)peptidicos de 1 a 40 aminoacidos de
longitud. Preferentemente, los enlazadores son de 5 a 25 aminoacidos de longitud. Aun mas preferentemente, los
enlazadores son de 10 a 20 aminoacidos de longitud. Los enlazadores que separan los dominios V4 y Vi de un
dominio de inmunoglobulina y los que separan los diferentes dominios de inmunoglobulina pueden tener las mismas
o diferentes longitudes y pueden comprender la misma secuencia de aminoacidos o una diferente. Preferentemente,
los enlazadores tienen la misma longitud y la misma secuencia de aminoacidos.

En ofra realizacion preferida, los enlazadores que separan los dominios de inmunoglobulina difieren en longitud y/o
secuencia de aminoacidos de los que separan las regiones Vy y Vi dentro de un dominio de inmunoglobulina. Por
ejemplo, el primero podria ser mas largo y disefiarse para promover la flexibilidad de los dominios de
inmunoglobulina entre si o para facilitar el plegamiento correcto de la molécula y/o potenciar la afinidad de un
dominio de inmunoglobulina por su antigeno diana. Ademas, la naturaleza, es decir, la longitud y/o secuencia de
aminoacidos del enlazador podria modificar o potenciar la estabilidad y/o la solubilidad de la molécula.

La longitud y secuencia de un enlazador depende de la composicion de los dominios V4 y Vi que forman un dominio
de inmunoglobulina. Por ejemplo, comenzando desde el extremo N-terminal del polipéptido de la invencién o desde
el extremo 5’ de la molécula de acido nucleico de la invencion, si el dominio V. esta seguido por el dominio Vu, los
enlazadores de 20 aminoacidos que separan las regiones V de un dominio de inmunoglobulina pueden ser 6ptimos.
Por el contrario, si el dominio Vy esta seguido por el dominio V., en enlazador respectivo puede tener una longitud
optima de 15 aminoacidos. Sin desear quedar ligado a una teoria cientifica, se cree que estas diferencias pueden
deberse a razones estéricas que conducen a los enlazadores de diferentes longitudes a promover el plegamiento
correcto de los dominios de inmunoglobulina que tienen una disposicion diferente de dominios V.

Un experto en la materia es bien consciente de métodos para ensayar la idoneidad de diferentes enlazadores dentro
de o entre dominios de inmunoglobulina. Por ejemplo, las propiedades de la molécula pueden ensayarse facilmente
comparando la afinidad de unién del dominio de inmunoglobulina. En el caso de las moléculas triespecificas de la
invencion, pueden llevarse a cabo las mediciones respectivas para cada dominio de inmunoglobulina. La estabilidad
de la molécula resultante puede medirse usando un método basado en citometria de flujo para determinar la
capacidad de unién residual de la molécula después de incubarse en suero humano a 37°C durante varios periodos
de tiempo. Otros ensayos adecuados pueden encontrarse, por ejemplo, en Bruenke et al. (2005). En una realizacion
preferida, al menos dos dominios variables se fusionan por un enlazador flexible usando, por ejemplo, los
aminoacidos alanina y serina o glicina y serina. Preferentemente las secuencias enlazadoras son (GlysSer)s o
(GlysSer)s. En ofra realizacion preferida no esta presente ningun enlazador entre al menos un dominio Vy y Vi o



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2532381 T3

dominio V| y Vy dentro del o entre dominios de inmunoglobulina.

En otra realizacién preferida, la molécula de acido nucleico de la invencion codifica dos dominios de inmunoglobulina
que se unen especificamente con CD19 y un dominio de inmunoglobulina que se une especificamente con CD16
(FcyRllla).

En otra realizacién preferida, la molécula de acido nucleico de la invencion codifica dos dominios de inmunoglobulina
que se unen especificamente con CD33 y un dominio de inmunoglobulina que se une especificamente con CD16
(FcyRllla).

Un anticuerpo codificado por la molécula de acido nucleico de la invencién que comprende dos sitios de unién para
un antigeno tumoral y uno para el antigeno efector, ejerce mejores propiedades en comparacion con el derivado de
anticuerpo scFv biespecifico. El nuevo derivado de anticuerpo de la presente invencion muestra en ensayos de
citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo (ADCC) una mayor eficacia en comparacion con el derivado scFv
biespecifico. Ademas, el triple cuerpo Fv de cadena sencilla (triacuerpo) tiene propiedades farmacocinéticas mas
favorables. En ratones, la semivida de retencion en suero in vivo es mayor que en la semivida presentada por el
anticuerpo scFv biespecifico en tandem. Ademas, se ha mostrado previamente que un anticuerpo estabilizado con
disulfuro que tiene enlaces disulfuro en todos los dominios de inmunoglobulina, es mas estable en comparacion con
una variante del anticuerpo scFv biespecifico no estabilizada con disulfuro(Bruenke et al., 2005).

Como se muestra en los ejemplos, el fragmento de anticuerpo recombinante [CD33xCD16xCD33] tiene una mayor
avidez por el antigeno tumoral mieloide CD33 que el bsscFv [33xds16], usado como una proteina control
monovalente de CD33. Resulta importante que la mayor avidez por CD33 se tradujo en un incremento del potencial
de ADCC: el triacuerpo Fv de cadena sencilla (sctb) [33xds16x33] necesitaba concentraciones 8 veces menores
para inducir la lisis semi-maxima, como el bsscFv [33xds16].

En ofra realizacion todavia mas preferida, el polipéptido comprende ademas al menos un (poli)péptido no
relacionado con dominios de inmunoglobulina que puede ser, por ejemplo, una etiqueta o un (poli)péptido funcional
adecuado para mejorar el rendimiento del polipéptido de la invencién. La etiqueta puede ser, por ejemplo, una
etiqueta Strep, una etiqueta His, una etiqueta Myc o una etiqueta Flag. Los polipéptidos funcionales son, por
ejemplo, una secuencia sefial de secrecion kappa, albumina de suero humano (hsa) o fragmentos de los mismos,
péptidos capaces de unirse con hsa u otras proteinas del suero; péptidos capaces de unirse con el receptor de Fc
neonatal (FcRn), la aldolasa de musculo humano (hma) o fragmentos de la misma, la region bisagra de CDS,
regiones constantes de inmunoglobulina, la Interleucina-2, Interleucina-15 e Interleucina-18, el Factor Estimulante de
Colonias de Macrdéfagos y Granulocitos (GM-CSF), el Factor Estimulante de Colonias de Granulocitos (G-CSF) o un
péptido que proporcione al menos un sitio de N-glicosilacion.

El término “(poli)péptido”, tal como se usa en el presente documento, describe un grupo de moléculas que
comprende el grupo de péptidos, que consiste en hasta 30 aminoacidos, asi como el grupo de polipéptidos, que
consiste en mas de 30 aminoacidos, como se ha definido anteriormente.

La expresion “fragmentos del mismo” en relacion con la presente invencion, se refiere a fragmentos de proteinas que
aun tienen una o mas de las funciones bioldgicas del (poli)péptido de longitud completa. En particular, los
fragmentos de (poli)péptidos como se prevén en la presente invencién son capaces de aumentar la estabilidad y/o la
semivida en suero del derivado de anticuerpo de la presente invencion.

Se conoce bien en el estado del arte que los polipéptidos funcionales pueden escindirse para producir fragmentos
con la funcién inalterada o sustancialmente inalterada. Dicha escisién puede incluir la retirada de un nimero dado de
aminoacidos N- y/o C-terminales. Adicionalmente o como alternativa, pueden retirarse varios aminoacidos internos
(no terminales), siempre que el polipéptido obtenido tenga la funcion del (poli)péptido de longitud completa. Dicho
numero de aminoacidos para retirar de las regiones terminales y/o internas puede ser uno, dos, tres, cuatro, cinco,
seis, siete, ocho, nueve, diez, 15, 20, 25, 30, 40, 50 o mas de 50. También se prevé deliberadamente cualquier otro
numero entre uno y 50 de acuerdo con la presente invencion.

Los medios y métodos para determinar dichos dominios funcionales de polipéptidos son bien conocidos en estado
del arte e incluyen medios experimentales y bioinformaticos. Los medios experimentales incluyen la generacion
sistematica de mutantes de delecion y su evaluacion en ensayos en relaciéon a las funciones deseadas descritas
anteriormente conocidas en el estado del arte. Los medios bioinformaticos incluyen busquedas en bases de datos.
Las bases de datos adecuadas incluyeron bases de datos de secuencias proteicas. En este caso, un alineamiento
multiple de secuencias de aciertos significativos es indicativo de limites del dominio, en el que el dominio o los
dominios comprende(n) la(s) subsecuencia(s) que muestran un nivel elevado de conservacion de la secuencia en
comparacion con el resto de la secuencia. Otras bases adicionales de datos adecuadas incluyen bases de datos de
modelos estadisticos de dominios proteicos conservados tales como Pfam, mantenida por el Instituto Sanger, Reino
Unido (www.sanger.ac.uk/Software/Pfam).

Algunos de los (poli)péptidos codificados adicionalmente por la molécula de acido nucleico de la presente invencion
pueden facilitar la purificacion del polipéptido expresado de forma recombinante, por ejemplo, diversas etiquetas.
Los métodos para afadir etiquetas y/u otros polipéptidos al polipéptido codificado por la molécula de acido nucleico
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de la presente invencién, son bien conocidos por el experto en la materia y se describen, por ejemplo, en Sambrook,
2001.

En una realizacion preferida, las células tumorales de la invencion son preferentemente células de leucemia o de
linfoma. Dependiendo del origen y el estadio de las células linfoides o mieloides de las que se origina la leucemia, se
expresan diferentes patrones de antigenos en su superficie. Antigenos expresados en la superficie de las células
derivadas del linaje de linfocitos B, son, por ejemplo CD19, CD20 o CD22, mientras que antigenos tipicos de células
derivadas de células mieloides son, por ejemplo, CD13, CD33 o CD123. Estos antigenos no se expresan
exclusivamente en células de leucemia sino también en células sanas (Taussig et al., 2005). La expresiéon de CD19
en células madre leucémicas y/o células progenitoras de ciertos tipos de B-ALL ha sido descrita (Castor et al., 2005).
CD44v6 se expresa en un subconjunto de células precursoras tanto linfoides como mieloides y se sobreexpresa
fuertemente en células de AML y en células madre de leucemia AML (LSC) (Jin et al., 2006; Legras et al., 1998).
CD13, CD33, CD96, CD 123 y CLL-1 se expresan en células de AML y en LSC de origen mieloide (Taussig ef al.,
2005; van Rhenen et al., 2007, Hosen et al., 2007).

En otra realizacion preferida, las células madre tumorales son células madre leucémicas. Las “células madre
leucémicas” (LSC) de acuerdo con la presente invencion son una poblacion de células transformadas de forma
maligna, que conducen al desarrollo de leucemias de una manera similar a como las HSC dan lugar a la generacion
de células hematopoyéticas normales. Representan una pequefia minoria de todas las células leucémicas
(aproximadamente 1: 50.000 - 1: 106). Sus propiedades definitorias son la capacidad para autorrenovarse
indefinidamente y la capacidad para dividirse de una manera tanto asimétrica como simétrica. La suma de todas las
células leucémicas en un paciente no es, por lo tanto, una poblacién homogénea de células, sino una mezcla
heterogénea que consiste en células madre leucémicas, progenitores intermedios y el grueso de células blasticas
leucémicas mas diferenciadas. Las LSC tienen una composicion diferente de marcadores de superficie celular que el
grueso de células de leucemia y son altamente resistentes a quimioterapia. Con frecuencia sobreviven a la
quimioterapia, que elimina la mayoria de las células tumorales y genera una remision. Las pocas LSC restantes
estan entre las células de enfermedad residual minima (MRD) que estimulan la repoblacion de la masa leucémica
(“recaida”) (Tan et al., 2006; Bonnet y Dick, 1997; Lapidot et al., 1994; Passegue et al., 2003).

En otra realizacion preferida, las células precursoras o progenitoras tumorales son células precursoras o
progenitoras leucémicas.

En una realizacién preferida adicional, el tumor es una leucemia o un linfoma. Como se ha descrito anteriormente,
las leucemias son canceres de la sangre o de la médula 6sea y se caracterizan por una proliferacion anémala de
células sanguineas, habitualmente leucocitos. Las leucemias pueden desarrollarse en diferentes fases durante el
desarrollo, incluyendo el estadio de células madre (Castor et al., 20005).

En un aspecto diferente, la presente invencion se refiere a un vector que comprende la molécula de acido nucleico
de la presente invencién.

Preferentemente, el vector es un plasmido, césmido, virus, bacteri6fago u otro vector usado, por ejemplo,
convencionalmente en ingenieria genética.

La molécula de acido nucleico de la presente invencidon puede insertarse en varios vectores comercialmente
disponibles. Ejemplos no limitantes incluyen vectores plasmidicos procariotas, tales como los de la serie pUC,
pBluescript (Stratagene), vectores de expresion de la serie pET de (Novagen) o pCRTOPO (Invitrogen) y vectores
compatibles con la expresién en células de mamifero como pREP (Invitrogen), pcDNA3 (Invitrogen), pCEP4
(Invitrogen), pMC1neo (Stratagene), pXT1 (Stratagene), pSG5 (Stratagene), EBO-pSV2neo, pBPV-1,
pdBPVMMTneo, pRSVgpt, pRSVneo, pSV2-dhfr, plZD35, pLXIN, pSIR (Clontech), pIRES-EGFP (Clontech), pEAK-
10 (Edge Biosystems) pTriEx-Hygro (Novagen) y pCINeo (Promega). Ejemplos de vectores plasmidicos adecuados
para Pichia pastoris comprenden, por ejemplo, los plasmidos pAO815, pPICI9K y pPIC3.5K (todos de Invitrogen).

La molécula de acido nucleico de la presente invencién indicada anteriormente también puede insertarse en
vectores de modo que se genere una fusion de traduccion con la otra molécula de acido nucleico. Las otras
moléculas de acido nucleico pueden codificar una proteina que puede, por ejemplo, aumentar la solubilidad y/o
facilitar la purificacion de la proteina codificada por la molécula de acido nucleico de la invencion. Ejemplos no
limitantes incluyen pET32, pET41, pET43 (Novagen). Los vectores también pueden contener adicionalmente un
polinucledtido que se exprese y codifique una o mas chaperonas para facilitar el plegamiento proteico correcto. Los
hospedadores adecuados para la expresion bacteriana comprenden, por ejemplo, cepas derivadas de BL21 (tales
como BL21(DE3), BL21(DE3)PlysS, BL21(DE3)RIL, BL21(DE3)PRARE) o Rosetta®.

Para técnicas de modificacion de vectores, véase Sambrook y Russel, 2001. En general, los vectores pueden
contener uno o mas origenes de replicacion (ori) y sistemas de herencia para clonacién o expresion, uno o mas
marcadores de seleccion en el hospedador, por ejemplo, resistencia a antibiéticos, y uno o mas casetes de
expresion. Los origenes de replicacion (ori) adecuados incluyen, por ejemplo, los origenes de replicacion Col E1,
SV40 viral y M13.
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Un vector de expresién de mamifero tipico contiene el elemento promotor que media en el inicio de la transcripcion
del ARNm, la secuencia codificante de la proteina, y las sefiales requeridas para la terminacién de la transcripcién y
poliadenilacion del transcrito. Ademas, también pueden incluirse elementos tales como el origen de replicacion, gen
de resistencia a farmacos, reguladores (como parte de un promotor inducible). EI promotor /lac es un promotor
inducible tipico, util en células procariotas, que puede inducirse usando el andlogo de lactosa isopropiltiol-b-D-
galactésido (“IPTG”). Para la expresion recombinante, el fragmento de anticuerpo puede estar ligado, por ejemplo,
entre la secuencia sefal PelB, que dirige la proteina recombinante en el periplasma y el gen Ill en un fagémido
llamado pHEN4 (descrito en Ghahroudi ef al, 1997). Los elementos adicionales podrian incluir potenciadores,
secuencias de Kozak y secuencias intermedias flanqueadas por sitios donantes y aceptores para corte y empalme
de ARN. Puede conseguirse una transcripcion altamente eficaz con los promotores temprano y tardio de SV40, las
repeticiones terminales largas (LTR) de retrovirus, por ejemplo, VSR, HTLVI, VIHI, y el promotor temprano del
citomegalovirus (CMV). Sin embargo, también pueden usarse elementos celulares (por ejemplo, el promotor de
actina humano). Los vectores de expresion adecuados para su uso en la practica de la presente invencion incluyen,
por ejemplo, vectores tales como pSVL y pMSG (Pharmacia, Uppsala, Suecia), pRSVcat (ATCC 37152), pSV2dhfr
(ATCC 37146) y pBC12MI (ATCC 67109). La co-transfeccion con un marcador de seleccion como los genes dhfr,
gpt, neomicina, higromicina para células eucariotas o genes de resistencia a tetraciclina, kanamicina o ampicilina
para cultivo en E. coli y otras bacterias, permite la identificacion y aislamiento de las células transfectadas. El acido
nucleico transfectado también puede amplificarse para expresar grandes cantidades del (poli)péptido codificado. El
marcador de DHFR (dihidrofolato reductasa) es util para desarrollar lineas celulares que portan varios cientos e
incluso varios miles de copias del gen de interés. Otro marcador de seleccién util es la enzima glutamina sintasa
(GS) (Murphy et al. 1991; Bebbington et al. 1992). Usando estos marcadores, las células de mamifero se cultivan en
medio selectivo y se seleccionan las células con la mayor resistencia.

Los posibles elementos reguladores que permiten la expresion en células hospedadoras procariotas comprenden,
por ejemplo, el promotor lac, trp o tac, el promotor lacUV5 o el trp en E. coli, y son ejemplos de elementos
reguladores que permiten la expresion en células hospedadoras eucariotas (la realizacion mas preferida) el promotor
AOX1 o GALT en levadura o el promotor de CMV (Citomegalovirus), SV40, VSR (virus de sarcoma de Rous), el
promotor gai10, el promotor de factor de elongacion humano 1a, potenciador de CMV, promotor de CaM-quinasa, el
promotor polihédrico del virus de la polihedrosis nuclear miultiple de Autographa californica (AcMNPV) o un intron de
globina en células de un mamifero y otros animales. Son promotores preferidos los promotores de inmunoglobulina
naturales. Ademas de los elementos que son responsables del inicio de la transcripcién, dichos elementos
reguladores también pueden comprender sefiales de terminacion de la transcripcion, tales como el sitio SV40-poli-A
o el sitio tk-poli-A o las sefiales de poliadenilacion polihédrica de SV40, lacZ y AcMNPV, aguas abajo del
polinucledtido.

Las secuencias codificantes insertadas en el vector pueden, por ejemplo, sintetizarse por métodos convencionales, o
aislarse de fuentes naturales o producirse de forma semi-sintética, es decir, combinando sintesis quimica y técnicas
recombinantes. El ligamiento de las secuencias codificantes con los elementos reguladores de la transcripcion y/o
con otras secuencias codificantes de aminoacidos, puede llevarse a cabo usando métodos conocidos. Los
elementos reguladores de la transcripcion (partes de un casete de expresion) que aseguran la expresion en células
procariotas o eucariotas, son bien conocidos por los expertos en la materia. Estos elementos comprenden
secuencias reguladoras que aseguran el inicio de la transcripcion (por ejemplo, el codén de inicio de la traduccion, el
promotor, potenciadores y/o aislantes), sitios internos de entrada de ribosomas (IRES) (Owens et al, 2001) y
opcionalmente sefiales de poli-A que aseguran la terminacion de la transcripcion y estabilizacion del transcrito. Los
elementos reguladores adicionales pueden incluir potenciadores de la transcripcién asi como de la traduccion, y/o
regiones promotoras heterélogas o asociadas de forma natural. Preferentemente, la molécula de acido nucleico de la
invencion esta unida operativamente con dichas secuencias de control de la expresion que permiten la expresion en
células procariotas o eucariotas. El vector puede comprender ademas, secuencias de nucleétidos que codifican
sefales de secrecion como elementos reguladores adicionales. Dichas secuencias se conocen bien por los expertos
en la materia. Ademas, dependiendo del sistema de expresién usado, pueden afiadirse secuencias sefial a la
secuencia codificante del polipéptido de la invencién capaces de dirigir al polipéptido expresado a un compartimento
celular . Dichas secuencias sefial se conocen bien en el estado del arte.

Los vectores disefiados especificamente permiten el transporte de ADN entre diferentes hospedadores, tales como
bacterias-células fungicas o bacterias-células animales.

Un vector de expresion de acuerdo con la presente invencion es capaz de dirigir la replicacion, y la expresion, del
polinucledtido y la enzima codificada de la presente invencion. Se conocen en el estado del arte vectores de
expresion adecuados que comprenden los elementos reguladores descritos, tales como el vector de expresion de
ADNc Okayama-Berg pcDV1 (Pharmacia), pRc/CMV, pcDNA1, pcDNAS (In-Vitrogene, su uso, entre otros, esta en
los ejemplos adjuntos), pPSPORT1 (GIBCO BRL) o pGEMHE (Promega), o vectores de expresion de procariotas,
tales como lambda gt11, pJOE, |la serie pPBBR1-MCS, pJB861, pBSMuL, pBC2, pUCPKS, pTACT1 o,
preferentemente, el vector pET (Novagen).

Las moléculas de acido nucleico de la invencion, tal como se han descrito anteriormente en el presente documento

pueden disefiarse para su introduccion directa o para su introduccion mediante liposomas, vectores de fagos o
vectores virales (por ejemplo, adenovirales, retrovirales) en la célula. Adicionalmente, pueden usarse sistemas
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baculovirales o sistemas basados en Virus Vaccinia o Virus del Bosque de Semliki como sistema de expresion
eucariota para las moléculas de acido nucleico de la invencion. Pueden usarse vectores de expresion derivados de
virus tales como retrovirus, virus vaccinia, virus adeno-asociados, herpesvirus, o virus del papiloma bovino, para el
suministro de los polinucledtidos o vector en la poblacion celular diana. Pueden usarse métodos que se conocen
bien por los expertos en la materia para la construccion de los vectores recombinantes virales; véase, por ejemplo,
las técnicas descritas en Sambrook, 2001 y Ausubel, 2001.

En otro aspecto mas, la presente invencién se refiere a un hospedador no humano transformado con el vector de la
invencion.

Los hospedadores procariotas adecuados comprenden, por ejemplo, bacterias de las especies Escherichia, Bacillus,
Streptomyces y Salmonella typhimurium. Son células hospedadoras eucariotas adecuadas, por ejemplo, células
fungicas, entre otras, de levaduras tales como Saccharomyces cerevisiae o Pichia pastoris o células de insecto tales
como las células S2 de Drosophila'y Sf9 de Spodoptera y células vegetales. Los medios de cultivo y las condiciones
apropiadas para las células hospedadoras anteriormente descritas son bien conocidas en el estado del arte.

Las células hospedadoras de mamifero que podrian usarse incluyen células humanas Hela, HEK293, H9 y Jurkat,
células NIH3T3 y C127 de ratoén, células COS 1, COS 7 y CV1, QC1-3 de codorniz, células L de raton, células de
ovario de hamster chino (CHO) y células de melanoma de Bowes. También dentro del alcance de la presente
invencion hay células primarias de mamifero tales como fibroblastos embrionarios de raton (MEF). Como alternativa,
la proteina recombinante de la invencién puede expresarse en lineas celulares estables que contienen la
construccion génica integrada en un cromosoma.

En una realizacién mas preferida, dicha célula es una célula primara o linea celular primaria. Las células primarias
son células que se obtienen directamente de un organismo. Las células primarias adecuadas son, por ejemplo,
fibroblastos embrionarios de ratén, hepatocitos primarios de ratén, cardiomiocitos y células neuronales asi como
células madre del musculo del ratén (células satélite) y lineas celulares inmortalizadas estables, derivadas de las
mismas.

Los animales transgénicos no humanos como hospedadores, transfectados con y/o que expresan la molécula de
acido nucleico de la presente invencion también quedan dentro del alcance de la invencién. En una realizacion
preferida, el animal transgénico es un mamifero, por ejemplo, un hamster, vaca, gato, cerdo, perro o caballo.

Ademas, la presente invencién se refiere a un método para la produccién de un polipéptido que comprende el cultivo
de la célula hospedadora de la invencion en condiciones adecuadas y el aislamiento del polipéptido recombinante
producido.

Se conocen bien por los expertos en la materia condiciones adecuadas para cultivar un hospedador procariota o
eucariota. Por ejemplo, las condiciones adecuadas para cultivar bacterias son cultivarlas con aireaciéon en medio
Luria Bertani (LB). Para aumentar el rendimiento y la solubilidad del producto de expresion, el medio puede
tamponarse o complementarse con aditivos adecuados que se sabe que potencian o facilitan ambos. E. coli puede
cultivarse desde 4 a aproximadamente 37°C, la temperatura exacta o la secuencia de temperaturas depende de la
molécula que se va a sobreexpresar. En general, el experto en la materia también es consciente de que estas
condiciones pueden tener que adaptarse a las necesidades del hospedador y a los requisitos del polipéptido
expresado. En caso de que un promotor inducible controle el acido nucleico de la invencién en el vector presente en
la célula hospedadora, la expresion del polipéptido puede inducirse mediante la adicion de un agente inductor
apropiado. Los protocolos y las estrategias de expresion adecuadas son conocidos por los expertos en la materia.

Dependiendo del tipo celular y sus requisitos especificos, puede llevarse a cabo el cultivo de células de mamifero,
por ejemplo, en medio RPMI o DMEM que contiene FCS 10% (v/v), L-glutamina 2 mM y penicilina/estreptomicina
100 U/ml. Las células pueden mantenerse a 37°C en una atmosfera de CO- al 5%, saturada de agua.

El medio adecuado para el cultivo de células de insecto es, por ejemplo, TNM + FCS 10% o medio SF900. Se
cultivan habitualmente células de insecto a 27 °C como cultivos de adhesion o suspension.

Los protocolos de expresion adecuados para las células eucariotas por los expertos en la materia y pueden
recuperarse, por ejemplo, de Sambrook, 2001.

Los métodos para aislar el polipéptido producido son bien conocidos en el estado del arte y comprenden, sin
limitacién, etapas de método tales como cromatografia de intercambio iénico, cromatografia de filtracion en gel
(cromatografia de exclusién por tamafio), cromatografia de afinidad, cromatografia liquida de alta presién (HPLC),
HPLC de fase inversa, electroforesis en gel de disco o inmunoprecipitacion, véase, por ejemplo, en Sambrook, 2001.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere a un polipéptido codificado en la molécula de acido nucleico de la
invencion o producido por el método de la invencion.

Ademas, la presente invencion se refiere a una composicion de diagnostico que comprende al menos uno de: la
molécula de acido nucleico de la invencion, el vector de la invencion o el polipéptido de la invencion.
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La afinidad y/o avidez potenciada del polipéptido de la invencion permite su uso en ensayos de diagnéstico. Por
ejemplo, estas moléculas pueden usarse como agentes de deteccion sensibles para células malignas, que expresan
los antigenos respectivos en la superficie celular. Por lo tanto, pueden generarse variantes monoespecificas de alta
avidez, que estan equipadas con tres restos de unién dirigidos contra un antigeno de superficie celular. Como otro
ejemplo, pueden ser Utiles moléculas tri-especificas para la deteccién de células que expresan, al menos, uno de los
tres antigenos a los que se dirige la molécula, con un Unico agente. Especialmente la alta estabilidad de los
fragmentos scFv estabilizados con disulfuro los cuales son incorporados en este formato, permite un
almacenamiento a largo plazo, que es deseable para agentes de diagndstico.

Ademas, la presente invencion se refiere a una composicion farmacéutica que comprende la molécula de acido
nucleico de la invencién, el vector de la invencién o el polipéptido de la invencion.

De acuerdo con la presente invencion, la expresion “composicién farmacéutica” se refiere a una composiciéon para
administraciéon a un paciente, preferentemente a un paciente humano. La composiciéon farmacéutica de la invenciéon
comprende los compuestos enumerados anteriormente (en los que el término “compuesto” se refiere a la molécula
de acido nucleico, vector y el polipéptido mencionados, asi como los fragmentos o derivados, o modificaciones de
los mismos), solos o en combinacién. Puede comprender, opcionalmente, moléculas adicionales capaces de alterar
las caracteristicas de los compuestos de la invencion con ello, por ejemplo, estabilizando, modulando y/o activando
su funcién. La composicion puede estar en forma sdlida, liquida o gaseosa y puede estar, entre otros, en forma de
un polvo o polvos, un comprimido o comprimidos, una solucidén o soluciones o un aerosol o aerosoles. La
composicién farmacéutica de la presente invencion puede comprender, opcional y adicionalmente, un vehiculo
farmacéuticamente aceptable. Por “vehiculo farmacéuticamente aceptable” se entiende un sdlido no téxico, un filtro
semisdlido o liquido, diluyente, material encapsulante una formulacion auxiliar de cualquier tipo. Se conocen bien en
el estado del arte ejemplos de vehiculos farmacéuticamente aceptables e incluyen soluciones salinas tamponadas
con fosfato, agua, emulsiones, tales como emulsiones de aceite/agua, diversos tipos de agentes humectantes,
soluciones estériles, disolventes organicos incluyendo DMSO, etc. Las composiciones que comprenden dichos
vehiculos pueden formularse por métodos convencionales bien conocidos. El término “parenteral” tal como se usa
en el presente documento se refiere a modos de administracion, que incluyen inyeccion e infusion intravenosa,
intramuscular, intraperitoneal, intraesternal, subcutanea e intra-articular. Estas composiciones farmacéuticas pueden
administrarse al sujeto a una dosis adecuada. El régimen de dosificacion se determinara por el médico tratante y los
factores clinicos. Como se conoce bien en las técnicas médicas, la dosificacion para un paciente cualquiera depende
de muchos factores, incluyendo la talla del paciente, el area de superficie corporal, la edad, el compuesto particular a
administrar, el sexo, el momento y la via de administracion, la salud general y otros farmacos que se administren
simultaneamente. La cantidad terapéuticamente eficaz para una situacion dada se determinara faciimente por
experimentacion rutinaria y esta dentro de la experiencia y el criterio del especialista clinico o del médico habitual.
En general, el régimen como administracion regular de la composicion farmacéutica deberia estar en el intervalo de
1 ug a 5 g de unidades por dia. Sin embargo, una dosificaciéon mas preferida podria estar en el intervalo de 0,01 mg
a 100 mg, aun mas preferida de 0,01 mg a 50 mg y todavia mas preferida de 0,01 mg a 10 mg por dia.

Como se ha mencionado anteriormente, la molécula de acido nucleico de la invencion puede formularse en una
composicién farmacéutica. La molécula de acido nucleico va a introducirse finalmente en las células deseadas. Las
formulaciones apropiadas incluyen aquellas en las que se administran 10° a 10" copias de la molécula de ADN,
comprendida de forma ventajosa en un vector apropiado por dosis. El vector puede ser, por ejemplo, un fago,
plasmido, vector viral o retroviral. Los vectores retrovirales pueden ser competentes en replicacion o defectuosos en
replicacion. En este ultimo caso, la propagacion viral se producira en general solamente en hospedadores/células
complementarios.

La molécula de acido nucleico de la invencion, el vector de la invencién o el polipéptido de la invencién pueden
usarse para el tratamiento de tumores.

El efecto deseado en relacion con el uso en el tratamiento es la induccidon de una respuesta inmune contra células
que expresen el antigeno o los antigenos tumorales diana, especialmente células de leucemia.

En una realizacion preferida, los tumores para tratar son leucemias o linfomas.

Son leucemias o linfomas a los que se dirige la presente invencion por ejemplo, AML, CML, ALL, CLL o linfoma no
Hodgkin tal como se ha definido anteriormente.

Las figuras muestran:

Figura 1. Construccion de un triple cuerpo Fv de cadena sencilla en tandem recombinante (o triacuerpo; sctb).
Los dos scFv distales son especificos para los antigenos tumorales y el scFv central se dirige contra una
molécula desencadenante activadora de las células efectoras. CMV, promotor temprano inmediato de
citomegalovirus, |gk, secuencia sefial de secrecion de la cadena L kappa de Ig murina; Vi, Vu, secuencia de
ADNCc que codifica las regiones V de cadenas L o H de Ig; Strep, c-myc, 6xHis, ADNc que codifica un marcador
de strep, c-myc o hexahistidina.
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Figura 2. Construccién y expresion del sctb estabilizado por disulfuro (ds) [19x16x19]. (A) Disefio del sctb
ds[19x16x19]. Los dos scFv distales son especificos para el antigeno tumoral CD19 y el scFv central se dirige
contra la molécula desencadenante activadora CD16 en células NK y macréfagos. CMV, promotor temprano
inmediato de citomegalovirus; 1gx, secuencia lider de secrecion de la cadena L kappa de Ig murina; Vi, Vy,
secuencias de ADNc que codifican las regiones V de cadenas L o H de Ig; L, ADNc que codifica un enlazador
flexible de 20 aminoacidos, por ejemplo, (GlysSer)s; Strep, c-myc, 6xHis, ADNc que codifica un marcador de
strep, c-myc o hexahistidina; S-S, enlace disulfuro estabilizador. La integridad y pureza del sctb [19x16x19]
después de la cromatografia de afinidad con perlas de agarosa Ni-NTA se evalta por SDS-PAGE reductora y
tincion con azul de Coomassie (B) y analisis de transferencia por Western blot usando anticuerpos anti-his o anti-
Strep para deteccion, respectivamente (C).

Figura 3. Union del antigeno especifica y simultanea del sctb ds[19x16x19]. (A) Andlisis mediante FACS de la
union especifica del sctb ds[19x16x19] con las células SEM CD19 positivas (1), células CEM CD19 negativas (ii),
células CHO transfectadas con CD16 (iii), y células CHO no transfectadas (iv). (pico blanco: sefial del control de
isotipo; pico negro; sefial de sctb ds[19x16x19]. (B) Unién simultanea con CD19 y CD16. Las células SEM se
incubaron con el sctb ds[19x16x19] y se mostré la union simultdnea mediante la adicion de una proteina de
fusion consistente en el dominio extracelular de CD16 y GFP (CD16ex-GFP) (i). La sefial de fluorescencia
producida por CD16ex-GFP se bloqueo por pre-incubacién de las células SEM con un exceso molar de 50 veces
del mAb de CD19 4G7 (ii) o pre-incubando la proteina de fusion CD16ex-GFP con el mAb CD16 3G8 (iii). No se
produjo bloqueo por adicién de un isotipo de IgG1 no relevante. (pico blanco: sefial de sctb control; pico negro;
sefal de sctb ds[19x16x19]; pico gris oscuro; sefial obtenida después de la adicion del mAb parental; pico gris
claro: sefal después de la adicién del isotipo de IgG1).

Figura 4. Comparacion de las actividades de union del sctb ds[19x16x19] y el scFv biespecifico (bs) ds[19x16].
(A) Curvas de unidn en equilibrio para el sctb ds[19x16x19]; (izquierda) y el bsscFv ds[19x16] (derecha) obtenido
mediante citometria de flujo. Se afiadieron concentraciones crecientes del sctb y del bsscFv a células SEM
CD19 positivas (cuadrado negro lleno) o a células CHO transfectadas con CD16 (triangulo gris abierto) y se
detectaron con un anticuerpo anti-His. Se calcularon los valores de Kp mediante el algoritmo de
Langmuir/Scatchard. (B) Inhibiciéon competitiva dependiente de la concentracion, de la unién del mAb de CD19
4G7 con células SEM. Se controlé mediante citometria de flujo la reduccion de la union del mAb 4G7 con
concentraciones crecientes de los inhibidores sctb ds[19x16x19] (cuadrado negro lleno) o bsscFv ds[19x16]
(triangulo gris abierto). Para cada concentracion de los inhibidores se calculd el porcentaje resultante de
inhibicién. (C) Retencion en la superficie celular in Vitro. Las células SEM se decoraron con el sctb ds[19x16x19]
(cuadrado negro lleno) o el bsscFv ds[19x16] (triangulo gris abierto), respectivamente, y se incubaron a 37°C.
Después de eliminar mediante lavado las moléculas en exceso, se retiraron alicuotas y se analizaron en los
puntos temporales indicados, las moléculas retenidas en la superficie celular mediante citometria de flujo.
*Diferencia estadisticamente significativa entre el sctb ds[19x16x19]; y el bsscFv ds[19x16].

Figura 5. El sctb ds[19x16x19] media en la lisis potente de células diana SEM CD19 positivas a tavés de MNC
recién aisladas como células efectoras. (A) La induccion de ADCC es especifica de CD19 y dependiente de
CD16. El sctb ds[19x16x19] indujo lisis especifica a la concentracion 1 nM a una relacion de células efectoras y
diana (E:T) de 40:1. Ni el sctb control no relevante, ni los mAb parentales 4G7 (CD19) y 3G8 (CD16) solos fueron
capaces de inducir lisis significativa a concentracion equimolar. La ADCC se inhibié de forma competitiva
mediante la adicion de un exceso molar de 125 veces de los mAb parentales 4G7 o 3G8, pero no por el exceso
correspondiente de un isotipo de I1gG1. (B) A la concentracion 1 nM el sctb ds[19x16x19] indujo ADCC
significativa sobre un amplio intervalo de relaciones E:T y el alcance de la lisis especifica aumento con relaciones
E:T crecientes (barras negras: sctb ds[19x16x19]; barras grises; sctb de control, barras blancas: sin anticuerpo).
Los datos se presentan como el porcentaje medio de la lisis + error tipico de la media (ETM) obtenido con MNC
aisladas de al menos tres donantes sanos diferentes. *Diferencias estadisticamente significativas en ADCC en
comparacion con el control sin anticuerpo afiadido. #Diferencias estadisticamente significativas en ADCC en
comparacion con el sctb ds[19x16x19] afiadido solo.

Figura 6. Induccion dependiente de dosis de ADCC de diferentes lineas celulares tumorales por el sctb
ds[19x16x19] y el bsscFv ds[19x16]. Las lineas celulares tumorales CD19 positivas SEM (A), BV-173 (B) y ARH-
77 (C) se usaron como dianas para comparar la eficacia tanto del sctb como del bsscFv a una relacion de células
E:T constante de 40:1. El sctb ds[19x16x19] (cuadrado negro lleno) y el bsscFv ds[19x16] (triangulo gris abierto)
desencadenaron ADCC de una manera dosis-dependiente. Ni el control no relevante sctb (circulo negro lleno) ni
el control no relevante bsscFv (circulo gris abierto) indujeron muerte significativa. Los puntos de datos
representan porcentaje medio de la lisis + ETM obtenido con MNC aisladas de al menos seis donantes sanos
diferentes. *Diferencias estadisticamente significativas en ADCC en comparacion con el control sin anticuerpo
afnadido. #Diferencias estadisticamente significativas entre muerte inducida por sctb ds[19x16x19] y bsscFv
ds[19x16].

Figura 7. Lisis potente de células primarias de linfoma CD19positivas y blastos de leucemia por el sctb

ds[19x16x19] y el bsscFv ds[19x16]. (A) Células malignas de sangre periférica (PB) o médula ésea (BM) de
nueve pacientes con B-CLL, y de un paciente con MCL y uno con B-ALL, se lisaron por el sctb ds[19x16x19]
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(barras negras) y el bsscFv ds[19x16] (barras blancas) a la concentraciéon de 1 nM, usando MNC de un donante
sano a una relacion E:T de 40:1. No se indujo lisis por un sctb no relevante (barras grises oscuras) o por MNC
solas (barras grises claras). Los puntos de datos se presentan como valores medios de las determinaciones por
triplicado, las barras de error representan el ETM. (B) Curvas de dosis-respuesta usando células de pacientes1-4
con B-CLL como dianas a una relacion E:T de 40:1. El sctb ds[19x16x19] (cuadrado negro lleno) indujo lisis con
valores de CEsp de 10 a 20 veces menores que el bsscFv ds[19x16] (triangulo gris abierto). No se observa lisis
significativa con un sctb de control no relevante (circulo abierto) Los puntos de datos representan el porcentaje
medio de lisis + ETM obtenido con MNC aisladas de al menos tres donantes sanos diferentes. *Diferencias
estadisticamente significativas en ADCC en comparacion con el control sin anticuerpo afadido. #Diferencias
estadisticamente significativas entre destruccion inducida por el sctb ds[19x16x19] y el bsscFv ds[19x16].

Figura 8. Tiempos de retencién en plasma in vivo. El sctb ds[19x16x19] (cuadrado negro lleno) y el bsscFv
ds[19x16] (triangulo gris abierto) se inyectaron por separado i.v. en ratones NOD-SCID. Se tomaron muestras
sanguineas de los ratones en varios puntos temporales y se analizé la presencia de sctb inmunorreactivo y
bsscFv en el suero por citometria de flujo usando células SEM CD19 positivas (A) y células CHO transfectadas
con CD16 (B). *Diferencias estadisticamente significativas entre la union residual del sctb ds[19x16x19] y el
bsscFv ds[19x16].

Figura 9. Estabilidad en suero in vitro a 37°C. El sctb ds[19x16x19] (cuadrado negro lleno) se incubd durante
varios periodos de tiempo en suero humano a 37°C. Se determinaron las capacidades de unién residual de los
restos de union a CD19 y CD16 mediante citometria de flujo. (A) Union residual a células SEM CD19 positivas .
(B) Unidn residual a las células CHO transfectadas con CD16.

Figura 10. Construccion y expresion del sctb [33xds16x33]. (A) Disefio del sctb [33xds16x33]. Los dos scFv
distales son especificos para el antigeno tumoral mieloide CD33 y el scFv central se dirige contra la molécula
desencadenante activadora CD16 en células NK y macréfagos. CMV, promotor temprano inmediato de
citomegalovirus; 1gk, secuencia sefal de secrecion de la cadena L kappa de Ig murina; Vi, V4, secuencias de
ADNCc que codifican las regiones V de las cadenas L o H de Ig; L, ADNc que codifica un enlazador flexible de 20
aminoacidos (GlysSer)s; Strep, c-myc, 6xHis, ADNc que codifica un marcador de strep, c-myc o hexahistidina; S-
S, enlace disulfuro estabilizador. La integridad y la pureza del sctb [33xds16x3] después de la cromatografia de
afinidad con perlas de agarosa Ni-NTA se evalu6 mediante SDS-PAGE reductora y tincion con azul de
Coomassie (B) y analisis de transferencia por Western blot usando un anticuerpo anti-his para la deteccion (C).

Figura 11. Construccion y expresion del bsscFv [33xds16]. (A) Disefio del bsscFv [33xds16]. El scFv N-terminal
es especifico para el antigeno tumoral CD33 y el scFv C-terminal se dirige contra la molécula desencadenante
activadora CD16 en células NK y macrofagos. CMV, promotor temprano inmediato de citomegalovirus; Igk,
secuencia sefial de secrecion de la cadena L kappa de Ig murina; Vi, Vy, secuencias de ADNc que codifican las
regiones V de las cadenas L o H de Ig; L, ADNc que codifica un enlazador flexible de 20 aminoacidos (GlysSer)s;
Strep, c-myc, 6xHis, ADNc que codifica un marcador de strep, c-myc o hexahistidina; S-S, enlace disulfuro
estabilizador. La integridad y la pureza del bsscFv [33xds16] después de la cromatografia de afinidad con perlas
de agarosa Ni-NTA se evalu6 mediante SDS-PAGE reductora y tinciéon con azul de Coomassie (B) y analisis de
transferencia por Western blot usando un anticuerpo anti-his para su deteccion (C).

Figura 12. El sctb [33xds16x33] se une especificamente y simultaneamente con los antigenos respectivos. (A)
Unién especifica del sctb [33xds16x33] con células HL-60 CD33-positivas (i), células CHO transfectadas con
CD16 (ii) y células SEM antigeno CD33 y CD16 negativas (iii) se examinaron mediante analisis de fluorescencia.
(pico gris: sefial del control sctb; pico blanco; sefial de sctb [33xds16x33]. (B) Unién simultanea con CD16 y
CD33. Se incubaron las células CHO transfectadas con CD16 con el sctb [33xds16x33] y se reveld la union
simultanea por adicion de una proteina de fusion consistente en el dominio extracelular de CD33 y DsRed
(CD33ex-DsRed) (pico gris: sefial de sctb de control; pico blanco: sefial de sctb [33xds16x33]).

Figura 13. La proteina de control bsscFv [33xds16] se une especificamente y simultaneamente con los antigenos
diana respectivos. (A) Unidn especifica del bsscFv [33xds16] con células HL-60 positivas para CD33 (i), células
CHO transfectadas con CD16 (ii) y células SEM negativas para antigeno CD33 y CD16 (jii) se examinaron
mediante analisis de fluorescencia. (pico gris: sefal de bsscFv de control; pico blanco; sefial de sctb [33xds16].
(B) Union simultanea con CD16 y CD33. Se incubaron células CHO transfectadas con CD16 con el bsscFv
[33xds16] y se mostrd la union simultanea por la adicion de una proteina de fusion consistente en el dominio
extracelular de CD33 y DsRed (CD33ex-DsRed) (pico gris: control de la sefial de bsscFv; pico blanco: sefial de
bsscFv [33xds16]).

Figura 14. Curvas de unién en equilibrio del sctb [33xds16x33] y el bsscFv [33xds16]. Se obtuvieron curvas de
union en equilibrio mediante citometria de flujo. Se incubaron las células HL-60 CD33positivas (izquierda) o las
células CHO transfectadas con CD16 (CHO 16-10) (derecha) con concentraciones crecientes de los fragmentos
de anticuerpo y se detectaron con un anticuerpo anti-His. Los valores de Kp se calcularon por el algoritmo de
Langmuir/Scatchard (Benedict et al., 1997). (A) sctb [33xds16x33], (B) bsscFv [33xds16].
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Figura 15. Induccién dependiente de dosis de ADCC por el sctb [33xds16x33] y el bsscFv [33xds16]. La linea
celular tumoral positiva para CD33-HL-60 se usé como diana para comparar la eficacia tanto del sctb y como del
bsscFv a una relacion de células E:T constante de 40:1. El sctb [33xds16x33] (cuadrado lleno) y el bsscFv
[33xds16] (cuadrado abierto) desencadenaron ADCC de una manera dosis-dependiente. Ni el control no
relevante sctb (circulo lleno) ni el control no relevante bsscFv de (circulo abierto) indujeron una muerte
significativa. Los puntos de datos representan el porcentaje medio de la lisis £ ETM obtenido con MNC aisladas
de ocho donantes sanos diferentes. *Diferencias estadisticamente significativas en ADCC en comparacion con el
anticuerpo de isotipo respectivo. #Diferencias estadisticamente significativas entre destruccién inducida por sctb
[33xds16x33] y bsscFv [33xds16].

Ejemplo 1: Construccion de un triple cuerpo de scFv en tandem (triacuerpo)

Un triple cuerpo de Fv de cadena sencilla (triacuerpo; sctb) consiste en una Unica cadena polipeptidica con tres scFv
conectados en tandem (Fig. 1). Preferentemente los scFv distales pueden ser especificos para cualquier antigeno
tumoral, y el scFv central especifico para cualquier molécula desencadenante en células efectoras, tales como CD16
(FcyRIIl) en células NK y macréfagos. También son posibles otras disposiciones de modo que pueda dirigirse uno de
los scFv terminales frente a un antigeno en las células efectoras, mientras que los otros dos scFv son especificos
para un antigeno expresado en las células tumorales.

Para generar el formato de un triple cuerpo recombinante de Fv de cadena sencilla en tandem (sctb) tres scFyv,
comprendiendo cada uno una cadena ligera variable y una cadena pesada variable conectada mediante un
enlazador de 20 aa (Krebber et al., 1997), tienen que fusionarse entre si con un enlazador flexible (por ejemplo 20
aa (G4S)4). Para la construccion de un triple cuerpo de Fv de cadena sencilla en tandem (triacuerpos) tiene que
ligarse un sitio de clonacion multiple (MCS) en un vector de expresion adecuado, por ejemplo, en el vector de
expresion eucariota pSecTag2HygroC (Invitrogen, Karlsruhe, Alemania), usando sitios de restriccion apropiados.
Este sitio de clonacion multiple y el vector resultante tienen que proporcionar los sitios de restriccion para la
insercion de tres scFv, las secuencias enlazadoras, etiquetas para purificacion y deteccion (por ejemplo 6xHis,
Strep; c-myc), una secuencia sefial de secrecion (por ejemplo la secuencia sefial de la cadena kappa de Ig) asi
como los elementos necesarios para su expresion en el sistema seleccionado: para la expresion en eucariotas por
ejemplo, un promotor de citomegalovirus (CMV) y una sefal de poliadenilacion. Un casete de resistencia (por
ejemplo higromicina C) sera util para la generacion de una linea celular de produccion transformada de forma
estable. El vector anterior puede modificarse por ingenieria genética de modo que pueda insertarse un primer scFv
como un casete Sfil, un segundo scFv como un casete Notl/Xhol y un tercer scFv como un casete Kasl/EcoRV.
También es posible el uso de otras enzimas de restriccion. Cada scFv puede después reemplazarse con otros scFv,
lo que proporciona un sistema de recombinacién rapida de scFv de diferentes especificidades (Figura 1). Si fuera
necesario, deberian usarse variantes de scFv estabilizadas por disulfuro para conseguir alta estabilidad en suero a
37°C.

En este formato pueden combinarse dos scFv dirigidos frente a un antigeno tumoral, por ejemplo CD19 combinado
con un scFv dirigido frente a un antigeno efector de, por ejemplo, CD16, generando sctb [19x16x19]. Si es
necesario, pueden amplificarse scFv respectivos usando la Reaccién en Cadena de Polimerasa (PCR),
introduciendo de este modo los sitios de restriccion necesarios para su clonaje en el vector mediante procedimientos
de clonacion convencionales (Sambrook y Russel, 2001).

Ejemplo 2: Expresion y purificacion de un triple cuerpo de scFv en tandem (triacuerpo)

El triple cuerpo de scFv en tandem respectivo puede expresarse en células eucariotas, por ejemplo células 293T,
después de una transfeccion transitoria usando la técnica del fosfato calcico incluyendo cloroquina (Sambrook y
Russel, 2001). Preferentemente, se genera una linea celular de produccién por transfeccion estable con el vector
linealizado (por ejemplo con la enzima Fspl para derivados del vector pSecTag2HygroC) que codifica este triple
cuerpo de scFv en tandem. Pueden seleccionarse clones positivos mediante, por ejemplo, higromicina C 200 ug/ml
(Carl Roth, Karlsruhe, Alemania) y posteriormente pueden pasar a ser de cadena sencilla . Para expresarse, pueden
cultivarse células eucariotas monoclonales transfectadas de forma estable y seleccionarse de forma permanente en
un biorreactor mini-PERM (Greiner Bio-One, Frickenhausen, Alemania) con una membrana de didlisis de 12,5 kDa
de acuerdo con las instrucciones del fabricante. El medio que contiene la proteina recombinante tiene que recogerse
habitualmente 4 veces en un periodo de dos semanas y dializarse a 4°C frente a un exceso de 4000 veces de un
tampon que contiene NaHPO4 50 mM, NaCl 300 mM, Imidazol 10 mM, pH 8,0. Las proteinas recombinantes
etiquetadas pueden purificarse, por ejemplo, mediante cromatografia de afinidad con perlas de agarosa de niquel-
acido nitrilotrioacétitco (Ni-NTA) (Qiagen) y finalmente dializarse frente a PBS.

La proteina eluida (por ejemplo sctb[19x16x19]) puede analizarse mediante electroforesis reductora en gel de
poliacrilamida con dodecil sulfato sédico (SDS-PAGE) usando procedimientos convencionales (Laemmli, 1970). Los
genes se tifien con azul brillante de Coomassie R250 (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Alemania) que mostrara una
proteina de aproximadamente M, = 80-95 kDa. En un analisis por transferencia de Western blot, pueden detectarse
los triple cuerpos de scFv en tandem (triacuerpos) usando anticuerpos dirigidos frente a las etiquetas respectivas,
por ejemplo, con un anticuerpo penta-His no conjugado (Qiagen, Hilden, Alemania) y un anticuerpo secundario de
oveja anti-IgG de raton conjugado con peroxidasa de rabano rusticano (HRP) (Dianova, Hamburgo, Alemania) o con
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un anticuerpo Marcado con Strep conjugado con HRP (IBA, Goettingen, Alemania). La transferencia mediante
Western blot se realiza usando reactivos de quimioluminiscencia potenciados (Amersham Pharmacia Biotech,
Friburgo, Alemania).

Este sctb purificado puede usarse por ejemplo para los siguientes experimentos:
Ejemplo 3: Determinacion de las constantes de equilibrio del anticuerpo (valores de Kp).

Para evaluar si la incorporacién de un segundo scFv de célula diana da como resultado un aumento de la
afinidad/avidez, pueden determinarse las constantes de equilibrio del anticuerpo (valores de Kp; concentracion de
anticuerpo a la que se consigue la unién semi-maxima). Las constantes pueden medirse por citometria de flujo tal y
como se ha descrito previamente (Benedict et al., 1997; Bruenke et al., 2004). Se debe realizar una tincién de
inmunofluorescencia en un instrumento FACSCalibur usando el software CellQuest (Becton Dickinson, Heidelberg,
Alemania). Brevemente, se incuban las células positivas para el antigeno tumoral, por ejemplo, células SEM CD19
positivas (Greil et al., 1994) con concentraciones crecientes de fragmentos de anticuerpo recombinante en hielo.
Después de lavar, los fragmentos de anticuerpo pueden detectarse mediante anticuerpos apropiados, por ejemplo
con un anticuerpo penta-His y un anticuerpo de cabra anti-IgG de ratén conjugado con ficoeritrina (PE) (DAKO
Diagnostica GmbH, Hamburgo, Alemania). Se recogen 1 x 10" eventos de cada muestra y se analizan las células
totales usando ventanas de dispersion apropiadas para excluir residuos celulares y agregados. Los experimentos se
repiten 6 veces y se generan valores y analisis graficos con el software GraphPad (Graph Pad software Inc., San
Diego, CA, Estados Unidos) usando un ajuste de curva de regresion no lineal después de normalizar la intensidad
de fluorescencia maxima al 100%. Los datos de los grupos deben presentarse como las medias + error tipico de la
media (ETM). Se analizan las diferencias entre los valores de Kp usando el test t de Student para muestras
desapareadas. Los valores P < 0,05 se consideran significativos. De forma similar, puede medirse la afinidad por el
antigeno de células efectoras, por ejemplo, de CD16. En estos experimentos se compara el triple cuerpo de scFv en
tandem con un bsscFv monovalente convencional (Bruenke et al., 2004), que consiste en los mismos scFv usados
para construccion del triple cuerpo de scFv en tandem, por ejemplo, un scFv dirigido a CD19 y uno dirigido a CD16,
derivados de los mismos hibridomas. Si ambos restos de unién dirigidos a células tumorales son funcionales y
contribuyen a la union con el antigeno, el triple cuerpo de scFv en tdndem deberia tener una afinidad/avidez mayor
para las células tumorales en comparacion con su homélogo monovalente y deberia mostrar un valor de Kp en
intervalos nanomolares bajos. Preferentemente, la afinidad por el antigeno de las células efectoras, por ejemplo, de
CD16, no deberia alterarse por la fusion adicional en N- o C- terminal de otro scFv adicional. Para el antigeno de la
célula efectora, el triple cuerpo de scFv en tandem deberia mostrar un valor de Kp de 4 a 6 veces mayor en
comparacion con el antigeno de células tumorales. Por lo tanto, la afinidad/avidez de esta molécula se desplazara
de forma esperada hacia las células de leucemia, seguin se desee.

Ejemplo 4: Eficacia del triple cuerpo de scFv en tandem (triacuerpo) en comparacion con el correspondiente
anticuerpo biespecifico bsscFv.

El triple cuerpo de scFv en tandem puede compararse en paralelo con el bsscFv respecto a la induccion de
citotoxicidad dependiente de anticuerpo (ADCC) por células efectoras, por ejemplo, de células mononucleares
(MNC). Se realizaron ensayos de ADCC con MNC de donantes sanos y con lineas celulares derivadas de tumores
positivas para el antigeno por triplicado en un ensayo de liberacion de *'Chr durante 3 horas tal y como se ha
descrito (Elsasser et al. 1996). A una relacion constante de efector y diana (E:T) de 40:1, se afiaden los derivados
del anticuerpo a las muestras 5 veces en varias diluciones seriadas equimolares y se calculan los valores de CEsp
(concentracion de derivado del anticuerpo que produce un 50 % de la lisis maxima obtenida en las células
tumorales) después de restar la lisis de fondo con el software Graph-Pad Prism mediante el ajuste a la curva por
regresion no lineal. Los datos de los grupos se presentan como las medias + ETM de al menos 4 experimentos
diferentes. Las diferencias entre grupos se analizan mediante el test t de Student para muestras apareadas. Los
valores P < 0,05 se consideran significativos.

El triple cuerpo de scFv en tandem deberia ser capaz de inducir ADCC vy lisar al menos tres lineas celulares
derivadas de tumor diferentes, por ejemplo SEM de una manera dependiente de dosis con valores de CEsg en el
intervalo picomolar. En condiciones idénticas el anticuerpo bsscFv también debe mediar en la lisis celular, pero se
supone que su eficacia es considerablemente menor. Se espera que los valores de CEso calculados son
significativamente mayores y pueden ser de 30 a 40 veces mayores.

Si los datos correspondientes se confirman experimentalmente, esto ilustrara claramente que en condiciones
experimentales idénticas el triple cuerpo con scFv en tandem muestra una actividad litica superior en comparacion
con bsscFv.

Ejemplo 5: Materiales y métodos
Lineas celulares e hibridomas
Las células de ovario de hamster chino (CHO), transfectadas de forma estable con un vector de expresion de ADNc

de CD16A humano, fueron obtenidas del Dr. J. van de Winkel (Centro Médico Universitario, Utrecht, Paises Bajos).
El hibridoma 4G7 (CD19, migG1; Meeker et al., 1984) fue obtenido del Dr. R. Levy (Universidad de Stanford, Palo
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Alto, CA, Estados Unidos). El hibridoma 3G8 (FcyRIIl, CD16, migG1; Fleit et al., 1982) fue obtenido de la Coleccion
Americana de Cultivos Celulares Tipo (ATCC, Manassas, VA, Estados Unidos). Las células CHO, los hibridomas y la
linea celular SEM derivada de precursores células B de ALL (Greil et al., 1994), la linea celular ARH-77 (ATCC) , la
linea celular CEM (ATCC) derivada de células T de ALL, y la linea celular BV-173 con fenotipo de células pre-B
(Coleccion Alemana de Microorganismos y Cultivos Celulares, DSMZ, Braunschweig, Alemania) y la linea celular
HL-60 (ATCC) derivada de AML se cultivaron en Medio Glutamax-l 1640 Roswell Park Memorial Institute (RPMI)
(Invitrogen, Karlsruhe, Alemania) que contiene suero bovino fetal al 10% (FCS; Invitrogen), penicilina 100
unidades/ml (Invitrogen) y estreptomicina 100 ug/ml (Invitrogen). Las células embrionarias humanas de rifion
293T(ATCC) se mantuvieron en Medio DMEM Glutamax-| (Invitrogen)suplementado con FCS al 10%, penicilina y
estreptomicina a 100 unidades/ml y 100 pg/ml, respectivamente.

Construccién de triple cuerpos recombinantes de scFv en tandem (triple cuerpos de scFv o triacuerpos; sctb) y
proteinas de fusion

Se us6 la cepa de Escherichia coli XL-1 blue (Stratagene, Amsterdam, Paises Bajos) como hospedador para la
amplificacion de los plasmidos y clonaje. Para generar el vector de expresion para el sctb ds[19x16x19], el ADNc
que codifica la variante del scFv CD19 estabilizada por disulfuro (ds), fue escindido del vector pSecTag2HygroC-
Strep-dsCD19 4G7xdsCD16 (Bruenke et al, 2005) y se cloné como un casete de Sfil en un derivado del vector
pSecTag2HygroC (Invitrogen), generando el vector pSecTag2HygroC-Strep-ds19. Para construir pSecTag2HygroC-
Strep-ds19xds16xds19, las secuencias que codifican scFv dsCD16 y scFv dsCD19 se amplificaron mediante PCR a
partir de pSecTag2HygroC-Step-dsCD19 4G7xdsCD16 y se ligaron en pSecTag2HygroC-Strep-ds19, usando los
sitios de restriccion Notl/Xhol y Xhol/Agel, respectivamente. El vector de expresion pSecTag2HygroC-Strep-
7xds16x7 se construyo por intercambio de las secuencias codificantes para scFv de CD19 con las que codificaban el
scFv de CD7 TH69 (Peipp et al., 2002) usando sitios de restriccion equivalentes. El vector de expresién para el
control bsscFv [7xds16], pSecTag2HygroC-Strep 7xds16, se gener6 reemplazando la secuencia codificante del scFv
de CD19 de pSecTag2HygroC-Strep ds CD19 4G7xdsCD16 con la que codifica para scFv TH69 como un fragmento
SHil.

Para construir el vector de expresién para el sctb [33xds16x33], se escindieron las secuencias codificantes para
scFv CD33 del vector pet27b(+)-Strep-His-CD33-ETA-KDEL (Schwemmlein et al., 2006) y se clonaron como un
casete Sfi en el vector pSecTag2HygroCStrep-ds19xds16xds19, reemplazando las secuencias codificantes del
extremo N-terminal de scFv CD19 y generando pSecTag2HygroCStrep 33xds16xds19. Para generar el vector
pSecTag2HygroC-Strep 33xds16x33, la secuencia codificante de scFv CD33 se amplificé mediante PCR a partir de
pet27b(+)-Strep-His-CD33-ETA-KDEL y se ligd en pSecTag2HygroCStrep 33xds16xds19, usando los sitios de
restriccion Xhol/EcoRV, se reemplazaron las secuencias codificantes en el extremo C-terminal de scFv CD19.

El vector de expresion para el control bsscFv [33xds16], pSecTag2HygroC-Strep 33xds16, se generd reemplazando
la secuencia codificante de scFv dsCD19 en pSecTag2HygroC-Strep dsCD19 4G7xdsCD16 con el que codificaba
para scFv CD33 como un fragmento Sfil.

Para construir el vector de expresién para la proteina de fusion CD33ex-DsRed, se amplificé el ADNc que codificaba
el dominio extracelular de CD33 por PCR a partir del vector pSecTag-ChCD33-Fc (Schwemmlein et al., 2006) y se
ligé como un casete Sfil en el vector pSEC-Tag Hygro-DsRed (Peipp et al., 2003).

Para confirmar la construccion correcta, se secuenciaron las construcciones finales (Sambrook y Russel, 2001) en
un secuenciador de ADN automatico de Applied Biosystems (Analizador Genético ABI Prism 310; Perkin-Elmer,
Ueberlingen, Alemania).

Expresion y purificacion de fragmentos de anticuerpo recombinante y proteinas de fusion

Para la expresion de los triple cuerpos de Fv de cadena sencilla recombinantes sctb ds[19x16x19], sctb
[33xds16x33] y sctb [7xds16x7], se transfectaron células 293T con los vectores de expresion respectivos usando la
técnica de fosfato calcico incluyendo cloroquina (Sambrook y Russel, 2001). Se obtuvieron lineas celulares de
produccion estable para cada construccion después de la transfeccion con los vectores respectivos linealizados con
la enzima de restriccion Fspl. Se seleccionaron clones positivos en presencia de Higromicina B 200 pg/ml (Roth,
Karlsruhe, Alemania) y se aislaron clones de células individuales por dilucién limitante. Se analizaron los
sobrenadantes con respecto a la presencia de fragmentos de anticuerpo mediante citometria de flujo. Para la
expresion de alto grado, se cultivaron clones celulares bajo seleccion permanente en un biorreactor mini-PERM
(Greiner Bio-One, Frickenhausen, Alemania) usando una membrana con un tamafio de poro correspondiente a
proteinas < 12,5 kDa, de acuerdo con las instrucciones del fabricante, y el medio que contenia la proteina
recombinante se recogi6é 4 veces durante un periodo de 2 semanas. Las proteinas recombinantes etiquetadas con
His se purificaron mediante cromatografia de afinidad con perlas de agarosa de niquel-acido nitrilotriacético (Ni-NTA)
(Qiagen) como se ha descrito (Bruenke et al., 2005) y finalmente se dializaron frente a solucidn salina tamponada
con fosfato (PBS).

Los fragmentos scFv biespecificos correspondientes usados como controles, bsscFv ds[19x16], bsscFv [33xds16] y
bsscFv [7xds16], se produjeron y purificaron en paralelo en condiciones idénticas. Se expresaron proteinas de fusion
con la proteina verde fluorescente (GFP) y la proteina roja fluorescente DsRed en células 293T y se purificaron
como se ha descrito previamente (Bruenke et al, 2004).
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SDS-PAGE y anélisis de transferencia por Western blot

Se realiz6 SDS-PAGE mediante procedimientos convencionales (Sambrook y Russel, 2001). En experimentos de
transferencia por Western, se detectaron las proteinas recombinantes bien con un anticuerpo conjugado con
peroxidasa de rabano rusticano (HRP) especifico para la etiqueta Strep (IBA, Goettingen, Alemania), o bien con un
anticuerpo penta-His no conjugado (Qiagen, Hilden, Alemania) y un anticuerpo secundario de cabra anti-lgG de
ratén conjugado con HRP (Dianova, Hamburgo, Alemania). En los analisis de transferencias por Western blot se
utilizaron reactivos quimioluminiscentes potenciados (Amersham Pharmacia Biotech, Friburgo, Alemania).

Analisis citométrico de flujo

Se analizé6 mediante inmunofluorescencia en un instrumento FACSCalibur usando el software CellQuest (Becton
Dickinson, Heidelberg, Alemania) tal como se ha descrito (Bruenke et al, 2004). Brevemente, se recogieron 1 x 10*
eventos para cada muestra, y se analizaron células totales usando ventanas de dispersion apropiadas para excluir
residuos y agregados celulares. Los fragmentos de anticuerpo recombinante se detectaron usando un anticuerpo
penta-His y un anticuerpo de cabra anti-lgG de ratén conjugado con ficoeritrina (PE) (DAKO Diagnostica GmbH,
Hamburgo, Alemania), a no ser que se indique de otro modo.

Determinacion de las constantes de equilibrio (Kp)

Se determinaron los valores de Kp usando métodos basados en citometria de flujo, como se ha descrito (Bruenke et
al, 2004; Benedict et al, 1997). El valor de fluorescencia medio mayor se establecié en 100% y se normalizaron los
puntos de todos los datos. Los experimentos se repitieron de 4 a 7 veces y se indicaron los valores medios. Los
valores Kp se calcularon usando un ajuste de curva de regresién no lineal.

Ensayo de retencion de superficie celular

Se realizaron ensayos de retencion en la superficie celular mediante procedimientos ya publicados, bajo condiciones
que prevenian la internalizacion de antigenos (Adams, et al, 1998). Brevemente, se incubaron 4 x 10° células SEM
CD19 positivas o células CHO transfectadas con CD16 durante 1 hora en hielo, con 10 pg/ml de sctb ds[19x16x19] o
bsscFv ds[19x16]. Las células se lavaron dos veces con 12 ml de tampo6n de FACS frio (cloruro sédico 0,154 M,
fosfato sodico 10 mM, seroalbumina bovina 1%, azida soédica 0,1%, pH 7,2) y después se recogieron por
centrifugacion. Las células se resuspendieron en 4 ml de tampon FACS y se incubaron a 37°C. En varios puntos
temporales las células se lavaron de nuevo para retirar moléculas disociadas y se resuspendieron en tampoén de
FACS. Se retiraron alicuotas de 0,5 x 108 células, se colocaron en hielo durante 5 min, y se lavaron de nuevo. A
continuacion se detectaron las moléculas retenidas en la superficie celular mediante FACS, usando un anticuerpo
anti-penta His conjugado con Alexa Fluor 555 (Qiagen). Todos los datos de los puntos se normalizaron para el punto
temporal = 100 %. El experimento se realizd 3 veces y se indicaron los valores medios. Después se obtuvieron
valores de vida media de retencion de superficie celular ajustando los datos a una decaimiento exponencial de fase
Unica.

Ensayo de inhibicion competitiva

Se incubaron células SEM en hielo con el anticuerpo monoclonal (mAb) 4G7 a una concentracion subsaturante de
0,5 pg/ml bien solo o bien en presencia de diversas concentraciones de sctb ds[19x16x19] o bsscFv ds[19x16] como
inhibidores. Después de lavar, el mAb 4G7 se detectd en las células con un anticuerpo de cabra anti-IgG de raton
marcado con PE (DAKO Diagnostica) mediante citometria de flujo. La inhibicién relativa de la uniéon del mAb 4G7 se
calcul6 de la siguiente manera: % de inhibicion = [(% de IF sin inhibidor - % de IF con inhibidor) / (% de IF sin
inhibidor)] x 100 (IF, intensidad de fluorescencia). El experimento se realizé6 5 veces y se indicaron los valores
medios. Se calcularon los valores de Clsp (concentracion del inhibidor que produce el 50 % de inhibicion de la union
del mAb 4G7) usando un ajuste de curva dosis-respuesta sigmoidea .

Aislamiento de MNC y células malignas de leucemia y linfoma de donantes humanos

Se obtuvieron muestras de sangre periférica (PB) y médula 6sea (BM) tamponadas con citrato o heparinizadas,
tanto de voluntarios sanos como de pacientes con leucemia o linfoma, después de recibir el consentimiento
informado, y con la aprobacién del Comité de Etica de la Universidad de Erlangen-Nuremberg. Las MNC se
enriquecieron por centrifugacion en gradiente de densidad de Ficoll con Lymphoflot (Biotest, Dreieich, Alemania) en
tubos Leukosep (Greiner, Frickenhausen, Alemania) de acuerdo con las instrucciones de los fabricantes, y se
resuspendieron en medio Glutamax-I RPMI 1640 con FCS al 10% y penicilina y estreptomicina a 100 unidades/ml y
100 ug/ml, respectivamente. La viabilidad se verific6 mediante exclusion con azul de Ttripano y superaba el 95%. Se
analizaron muestras derivadas de pacientes con respecto a la expresiéon de CD19 mediante tincién con un
anticuerpo CD19 conjugado con PE (BD Biosciences, Heidelberg, Alemania). La expresion de CD33 en blastos de
AML se evalud con un anticuerpo CD33 monoclonal de ratén de (Dako Cytomation, Glostrup, Dinamarca) que se
detecté con un anticuerpo policlonal de cabra anti-lgG de ratén conjugado con PE (Dako Cytomation, Glostrup,
Dinamarca) y citometria de flujo.
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Reacciones de ADCC

Se realizaron ensayos de ADCC, usando MNC de donantes sanos como células efectoras por triplicado, usando un
ensayo de liberacion de °'Cr de 3 horas como se ha descrito (Elsasser et al, 1996). Para experimentos de bloqueo,
se afadieron los anticuerpos parentales 4G7 y 3G8 a un exceso molar de 125 veces . Se registraron curvas de dosis
respuesta usando varias diluciones seriadas equimolares 5 veces de los respectivos fragmentos de anticuerpo a una
relacion de células efectoras y diana (E:T) constante de 40:1. Se resto la lisis de fondo inducida por MNC solas de
cada punto de datos, y se calcularon los valores de CEsp (concentracion de un fragmento de anticuerpo que produce
50 % de lisis especifica maxima) usando un ajuste de curva dosis-respuesta sigmoidea . Los experimentos se
repitieron de 4 a 7 veces y se indicaron los valores medios.

Medicion de la estabilidad en suero in vitro

Se incubo el sctb ds[19x16x19] en suero humano a concentraciones subsaturantes de 2,5 pg/ml en un volumen total
de 220 pl a 37°C. Se determino la actividad de union residual en diversos puntos temporales por citometria de flujo.
El punto temporal se estableciéd en 100%, y todos los datos se normalizaron frente a este valor. El experimento se
realizd 7 veces y se indicaron los valores medios. Se calcularon los valores de vida media para cada uno de los
sitios de unién de un ajuste de curva de decaimiento exponencial de una fase.

Determinacion de la vida media del plasma in vivo en ratones

El cuidado animal y todos los experimentos se realizaron de acuerdo con las directrices federales y europeas y han
sido aprobadas por las autoridades universitarias y estatales. Ratones NOD-SCID (macho, 12 semanas, peso entre
20 y 25 g, 4 ratones/grupo) recibieron inyecciones i.v. de 0,7 nmoles de sctb ds[19x16x19] (60 pg) o bsscFv
ds[19x16] (40 pg) en un volumen total de 200 pl de PBS o solo PBS. En diversos puntos temporales, se tomaron
muestras de sangre (50-100 pl). El suero se preparé en tubos BD Microtainer SST™ (Becton Dickinson) y se
almaceno a -20°C. Se detectaron los niveles inmunorreactivos residuales de los fragmentos de anticuerpo retenidos
en el suero con un anticuerpo anti-penta-His conjugado con Alexa Fluor 555 (Qiagen) por citometria de flujo usando
células SEM CD19 positivas y células CHO transfectadas con CD-16. El valor obtenido en el primer punto temporal
(1 min) se establecid como el 100 %. Se us6 un ajuste de curva de decaimiento exponencial de una fase para
calcular la vida media del plasma.

Analisis grafico y estadistico.

Se realizaron los analisis graficos y estadisticos usando el software Graph Pad Prism (Graph Pad Software Inc., San
Diego, CA, Estados Unidos). Los grupos de datos se presentan como las medias + error tipico de la media (ETM).
Se analizaron las diferencias entre grupos usando el test t de Student para muestras desapareadas o, cuando sea
apropiado, apareadas. Los valores P < 0,05 se consideraron significativos.

Ejemplo 6: Construccion, expresion y purificacion del triple cuerpo de scFv en tandem (triacuerpo) sctb
ds[19x16x19]

El sctb ds[19x16x19] se construyé a partir de componentes de scFv estabilizados por disulfuro previamente
publicados con especificidad por CD19 y CD16 (Bruenke et al, 2005, Fig. 2A). Los dos scFv distales fueron
especificos para el antigeno tumoral linfoide CD19 y el scFv central fue especifico para la molécula activadora CD16
en células NK y macréfagos. Tanto el sctb ds[19x16x19] como, para comparacion, el bsscFv ds[19x16] se
produjeron en células 293T humanas transfectadas de forma estable, cultivadas en un biorreactor mini-PERM y se
purificaron del medio de cultivo mediante cromatografia de afinidad. Los rendimientos de cada proteina purificada
variaban entre 3-10 mg por litro de medio de cultivo en ciclos de produccion diferentes. El sctb ds[19x16x19] tenia
una movilidad electroforética en experimentos de SDS-PAGE correspondientes a una M, de aproximadamente 90
kDa, perfectamente de acuerdo con el valor de 88,6 kDa predicho a partir de su secuencia (Fig. 2B). No se
observaron productos de degradacion inmunorreactivos (Fig. 3C) y no se detectaron agregados proteicos covalentes
en experimentos de SDS-PAGE no reductora (datos no mostrados).

Este sctb ds[19x16x19] purificado se uso para los siguientes experimentos:
Ejemplo 7: Union de antigenos especifica y simultanea del sctb ds[19x16x19]

El sctb ds[19x16x19] reacciond tanto con CD19 como con CD16 en células intactas, como se demuestra por su
capacidad para unirse especificamente con células que expresan por separado cada uno de estos antigenos (Fig.
3A). Para excluir la posibilidad de que la preparacion proteica consistiera en dos subpoblaciones de moléculas cada
una de ellas capaz de unirse solamente a uno de estos antigenos, se analizd la capacidad para unirse
simultaneamente a ambos antigenos (Fig. 3B). Para ello, se usaron una proteina de fusién recombinante entre el
dominio extracelular de CD16 y GFP, denominada CD16ex-GFP y, para comparar, una proteina de fusion similar
consistente en el dominio extracelular CD64 y GFP, denominada CD64ex-GFP (Bruenke et al, 2005). Se incubaron
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células SEM derivadas de leucemia CD19 positivas primero con el sctb ds[19x16x19] y después se las hizo
reaccionar con CD16ex-GFP. Como resultado, se observé una fuerte seial de fluorescencia unida a célula que
indicaba que la proteina recombinante era capaz de unirse simultaneamente tanto a CD19 asociada a célula como a
CD16ex-GFP en fase fluida. No se obtuvo ninguna sefial de fluorescencia cuando las células SEM CD7 negativas se
incubaron de forma similar con el control producido sctb [7xds16x7] o con la proteina control CD64ex-GFP (datos no
mostrados). Se establecid la especificidad de unién en experimentos de uniéon competitiva. La intensidad de la sefial
de fluorescencia se redujo a niveles basales cuando se afiadi6 exceso del anticuerpo parental de CD19 mAb 4G7 o
el anticuerpo parental de CD16 mAb 3G8, mientras que la sefial no se redujo después de la adicion de un control de
isotipo de IgG1 no relevante (Fig. 3B).

Ejemplo 8: Comparacion de las capacidades de unidn del sctb ds[19x16x19] y del bsscFv ds[19x16]

Para evaluar si la incorporacién de un segundo componente scFv para el antigeno de la célula diana en el sctb daba
como resultado un aumento de la avidez por CD19, se realizaron tres experimentos independientes. En primer lugar,
se determinaron las constantes en equilibrio (Kp) del sctb ds[19x16x19] y del bsscFv ds[19x16]. Se registraron las
curvas de unién en equilibrio para ambas moléculas por citometria de flujo calibrada, y se establecieron los valores
de Kp (Fig. 4A). El sctb ds[19x16x19] tuvo una Kp general de 13,0 + 1,2 nM para CD19, mientras que la afinidad del
bsscFv ds[19x16] fue aproximadamente 3 veces menor: Kp = 42,4 + 5,7 nM (P = 0,0048). Por lo tanto, la avidez del
sctb ds[19x16x19] por CD19 fue aproximadamente 3 veces mayor que la afinidad del scFv especifico de CD19
monovalente contenido en el bsscFv ds[19x16], lo que indica que ambos componentes de scFv especificos de CD19
eran funcionales y contribuian a la avidez general del sctb ds[19x16x19] por CD19 en células intactas. Por el
contrario, la afinidad del scFv especifico de CD16 permanecié sin cambios, independientemente de si este
componente era transportado en el bsscFv ds[19x16], cuando solamente esta ocupado su extremo N-terminal, o en
el sctb ds[19x16x19], en el que se une a mediante scFv de CD19. Los valores de Kp para el CD16 del sctb
ds[19x16x19] y el bsscFv ds[19x16] fueron de 58,6 + 4,0 nM y 57,6 + 8,9 nM, respectivamente (P = 0,772). Por lo
tanto, el aumento 3 veces de la unién a CD19 fue un efecto de avidez genuino, y ambos scFv especificos de CD19
localizados distalmente en este formato deben haber contribuido a la avidez general del sctb ds[19x16x19] por el
antigeno de superficie de la célula diana.

Un segundo experimento independiente proporcion6 apoyo adicional para la reivindicacion de que el sctb
ds[19x16x19], tenia una mayor avidez por CD19 que el bsscFv ds[19x16]. En un experimento de unién competitiva,
células SEM CD19 positivas se incubaron en primer lugar con el anticuerpo de CD19 parental mAb 4G7, después
cantidades crecientes del sctb ds[19x16x19] o el bsscFv ds[19x16] se afiadieron como competidores, y se determind
la unién residual del mAb 4G7 a las células (Fig. 4B). Tanto el sctb ds[19x16x19] como el bsscFv ds[19x16]
inhibieron de forma competitiva la unién del mAb 4G7 de una manera dependiente de la concentracion, y la union
era inhibida hasta > 95 % por la adiciéon de un exceso molar de 450 veces del sctb ds[19x16x19]. Para comparar
ambas construcciones, se determinaron los valores de Clsp, es decir la concentracion a la que se alcanzd la
inhibicién semi-maxima. Los valores de Clsg para el sctb ds[19x16x19] y el bsscFv ds[19x16] fueron de 81,3 + 1,2 nM
y 287,5 + 1,3 nM (P = 0,013), respectivamente. Por lo tanto, eran necesarias concentraciones aproximadamente 3,5
veces mayores del bsscFv ds[19x16] que del sctb ds[19x16x19] para conseguir la inhibicion semi-maxima. Este valor
es muy cercano a la diferencia de 3 veces en avidez, y por lo tanto, ambas mediciones independientes se confirman
mutuamente entre si y apoyan la reivindicacion de un aumento aproximadamente de 3 veces en avidez general por
el sctb ds[19x16x19].

En un tercer experimento independiente, se midié la retenciéon en la superficie celular tanto del sctb ds[19x16x19]
como del bsscFv ds[19x16] en células SEM CD19 positivas a 37°C. En este experimento, las células SEM se
decoraron por separado con el sctb ds[19x16x19] o el bsscFv ds[19x16], en presencia de azida sodica para evitar la
internalizacion. Se eliminé el exceso de moléculas no unidas por centrifugacion y después se incubaron las células a
37°C. En diferentes puntos temporales, las células se sedimentaron de nuevo para retirar moléculas liberadas y las
moléculas unidas a células restantes se determinaron mediante citometria de flujo. En esas condiciones, el bsscFv
ds[19x16] se libero6 de la superficie con ty,2 de retenciéon de 7,7 + 0,5 min y el sctb ds[19x16x19] con un t» de 51,5 +
2,9 min (P = 0,006; Fig. 4C). No se observaron diferencias estadisticamente significativas en la retencion en la
superficie celular de ninguna de las construcciones por CD16 en células CD16 positivas (datos no mostrados). Los
valores de tq; para retenciéon por CD16 fueron 14,5+ 1,9 miny 15,5 + 1,2 min para el bsscFv y el sctb ds[19x16x19],
respectivamente (P = 0,848). Tomados juntos, estos tres experimentos independientes proporcionan un fuerte apoyo
para la conclusion de que ambos componentes de scFv especificos para CD19 contribuyen a la avidez general del
sctb ds[19x16x19].

Ejemplo 9: ADCC de lineas celulares derivadas de leucemia mediada por el sctb ds[19x16x19]

La capacidad del sctb ds[19x16x19] para mediar en la ADCC de células leucémicas humanas en combinacién con
células efectoras de donantes humanos sanos se midio, en primer lugar, con la linea celular SEM derivada de pro-B
ALL. Se realizaron reacciones de ADCC con MNC no estimuladas recién preparadas a partir de donantes sanos no
relacionados. Como resultado, el sctb ds[19x16x19] medid en la lisis de células tumorales eficaz, mientras que un
sctb control especifico para CD7 y CD16 fue ineficaz (Fig. 5A; las células SEM son CD7 negativas). Ademas, los
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anticuerpos parentales mAb 4G7 (CD19) y mAb 3G8 (CD16) fueron incapaces de inducir ADCC. Para probar la
especificidad de antigeno de la lisis, se realizaron experimentos de competicion. La adicion de los mAb parentales
4G7 o 3G8 en un exceso 125 veces redujo significativamente el grado de lisis de célula diana (P = 0,011 y 0,004,
respectivamente), mientras que la adicién de un anticuerpo de isotipo IgG1 no relevante no tuvo ningun efecto (P =
0,45; Fig. 5A). Por lo tanto, la lisis de la célula tumoral fue especifica de antigeno, y el sctb ds[19x16x19] para
mediar en su efecto litico requeria la interaccion especifica tanto con el antigeno diana en las células tumorales
como con la molécula desencadenante en las células efectoras. Ademas, el sctb ds[19x16x19] indujo lisis de células
diana por ADCC sobre un amplio rango de relaciones entre células efectoras y células diana (E:T), que variaba de
80:1 a 2,5:1 (Fig. 5B). El alcance de la lisis aumento con la relacion E: T de una manera saturable, demostrando una
clara dependencia en las células efectoras para lisis de células tumorales. El efecto fue especifico de antigeno,
debido a que el sctb del control, construido de forma similar con especificidad para CD7, no produijo lisis significativa,
ni siquiera a relaciones E:T altas.

Ejemplo 10: Eficacia del triple cuerpo de scFv en tandem (triacuerpo) sctb ds[19x16x19] en comparacion con el
anticuerpo biespecifico correspondiente bsscFv ds[19x16].

Para investigar si el incremento de avidez del sctb ds[19x16x19] sobre el bsscFv ds[19x16] para CD19 se asocia con
un potencial citotdxico potenciado, se midié la capacidad de ambas moléculas para mediar en la ADCC en paralelo
en tres lineas celulares derivadas de tumor CD19 positivas diferentes. Las lineas celulares SEM, BV-173 y ARH-77
se seleccionaron porque representaban diferentes tumores malignos linfoides B y diferentes estadios de maduracion
linfoide B. Las células SEM representaban ALL un pro-B- de alto riesgo. BV-173 representaba una leucemia
precursora de linfocitos B con fenotipo de linaje mixto (doble positivo CD19 y CD33), que con frecuencia tiene un mal
prondstico. ARH-77 representaba una linea celular linfoblastoide B VEB positiva . Las tres lineas se eliminaron
eficazmente con el sctb ds[19x16x19] y el bsscFv ds[19x16] de una manera dependiente de concentracién (Fig. 6).
En los tres casos el sctb ds[19x16x19] fue mas eficaz que el bsscFv ds[19x16], mientras que el control especifico de
CD7 sctb y bsscFv permanecieron ineficaces, incluso a altas concentraciones (Fig. 6, A-C). Se muestran los valores
de CEsp en la Tabla [; los valores de CEsg para células SEM para el sctb ds[19x16x19] y el bsscFv ds[19x16] fueron
de 4,1 pM y 113,6 pM, respectivamente. Los valores de CEsy obtenidos para el sctb estuvieron en un intervalo
picomolar bajo, lo que indica una potencia muy alta. Resulta importante que para la misma linea celular diana, el
sctb ds[19x16x19] consiguié un nivel igual de ADCC a concentraciones 27,7 veces menores que el bsscFv
ds[19x16]. De forma similar, para las lineas celulares BV-173 y ARH-77, el sctb ds[19x16x19] produjo lisis semi-
maxima a concentraciones 26,3 y 44,0 veces menores que el bsscFv ds[19x16], lo que indica que el aumento de
avidez del sctb sobre el bsscFv se tradujo en un aumento significativo en potencial de ADCC.

Tabla I: Valores de CEso de ADCC por sctb ds[19x16x19] y bsscFv ds[19x16] con MNCs®

células diana sctb [pM] (IC 95 %) bsscFv [pM] (IC 95 %) factor de diferencia  P-valor para diferencia de log

CE50
lineas celulares
SEM 4,1 (2,8-6,0) 113,6 (24,5-526,3) 27,7 0,004
BV-173 28,6 (18,0-45,3) 753,3 (445,4-1,274) 26,3 0,001
ARH-77 29,0 (17,7-47,6) 1,277 (587,2-2,777) 44,0 0,006
células malignas primarias
paciente 1 20,4 (9,2-44,9) 416,4 (277,1-625,8) 20,4 0,028
paciente 2 104,5 (31,2-350,2) 2,117 (964,9-4,646) 20,3 0,009
paciente 3 37,2 (18,2-77,6) 425,4 (202,4-894,4) 11,4 0,014
paciente 4 13,7 (6,4-26,6) 294,3 (154,3-561,3) 21,5 < 0,001

“Los valores de CEsp se dedujeron a partir de las curvas de dosis-respuesta mostradas en las Fig. 6A-C y 7B (IC:
intervalo de confianza)

Finalmente, también se midié en reacciones de ADCC en paralelo la capacidad de ambas proteinas para mediar en
la eliminacion de células malignas nuevas de pacientes (Fig. 7). A este efecto, se aislaron MNC de sangre periférica
(PB) o de médula 6sea (BM) de once pacientes. De estos pacientes a nueve se les diagnostico B-CLL, a uno linfoma
de células del manto (MCL) y a uno B-ALL. Se usaron como células efectoras MNC de donantes sanos no
relacionados, un donante para cada muestra de paciente. No se realizd un intento deliberado de emparejar el tipo de
histocompatibilidad y los patrones de receptor de células killer de tipo Ig (receptores KIR) de células tumorales y
donantes. Se usaron MNC en una relacién E:T de 40:1 y tanto el sctb ds[19x16x19] como el bsscFv ds[19x16] a una
concentracion 1 nM. Para los once pacientes, el sctb ds[19x16x19] mediada por una medida claramente mejorada
de la lisis de células tumorales especifica, en relacion con reacciones control que no contienen ni un agente derivado
de anticuerpo afiadido, ni un sctb control no relevante (Fig. 7A). Para las once muestras, el sctb ds[19x16x19]
produjo consecuentemente, una lisis epecifica de la célula diana mayor que el bsscFv ds[19x16]. Se registraron las
curvas de dosis-respuesta para cuatro pacientes con B-CLL (pacientes 1-4) en al menos tres experimentos
separados usando MNC de al menos tres donantes sanos diferentes para cada muestra de paciente, con una
relacion E:T de 40:1. Para los cuatro pacientes, el sctb ds[19x16x19] medidé uniformemente significativamente mas
en ADCC que el bsscFv ds[19x16] a concentraciones equimolares (Fig. 7B). Los valores de CEso para los cuatro
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pacientes tanto para el sctb ds[19x16x19] como para el bsscFv ds[19x16] se resumen en la Tabla |. En todos los
casos el sctb ds[19x16x19] produjo lisis semi-maxima a concentraciones aproximadamente de 11 a 21 veces
menores que el bsscFv ds[19x16], similar a los efectos observados con lineas diana derivadas de leucemia (Fig. 6).
Los valores de CEsg para el sctb ds[19x16x19] estuvieron de nuevo en un rango picomolar bajo. En todos los casos,
las diferencias de capacidad litica entre el sctb ds[19x16x19] y el bsscFv ds[19x16] fueron estadisticamente
significativas, con valores P < 0,05. Estos resultados demuestran claramente que el formato de un sctb tiene un
potencial superior para inducir lisis de células tumorales, que el respectivo bsscFv .

Ejemplo 11: Retencion de plasma in vivo prolongada del sctb ds[19x16x19] en ratones

Otro parametro importante que influye en el valor terapéutico de las proteinas derivadas de anticuerpo es su tiempo
de retencion en plasma in vivo o semivida en plasma. Para medir este parametro, se inyectaron dosis equimolares
de sctb ds[19x16x19] y bsscFv ds[19x16] por separado i.v. en ratones NOD-SCID. Se obtuvieron muestras de
plasma en diversos puntos temporales después de la inyeccién, y se midié por citometria de flujo la capacidad de
union residual para CD19 en células SEM CD19 positivas (Fig. 8A) y para CD16 en células transfectantes de CHO
CD16 positivas (Fig. 8B). El sctb ds[19x16x19] y el bsscFv ds[19x16] tuvieron tiempos de retencion en plasma (t1,2)
de 4 h y 2 h respectivamente, lo que indica que la incorporacion de un segundo scFv especifico de CD19 en el sctb
provoca una duplicacién del tiempo de retencién en plasma in vivo.

Ejemplo 12: Medida de la estabilidad en suero in vitro a 37°C

Un factor importante que afecta a la eficacia terapéutica de las proteinas derivadas de anticuerpo es su estabilidad
en suero humano. Para medir esta propiedad, se incubd el sctb ds[19x16x19] purificado en suero humano a 37°C in
vitro, y se midi6 la union residual con CD19 (Fig. 9A) y CD16 (Fig. 9B) respectivamente, en células enteras mediante
analisis por FACS. Se determinaron los valores para ti,. El sctb ds[19x16x19] fue altamente estable bajo estas
condiciones con un ty» de 94,0 + 3,1 hy 153,1 £ 4,6 h para unién con CD19 y CD16, respectivamente. Por lo tanto,
el sctb ds[19x16x19] tuvo una estabilidad mayor que el bsscFv ds[19x16] no estabilizado, para el que se obtuvo un
t12 de 18 h y 40 h para unién con CD19 y CD16, respectivamente, tal y como se indica en Bruenke et al., 2005.

Ejemplo 13: Construccion y expresion de sctb ds[33xds16x33] y bsscFv [33xds16].

El sctb [33xds16x33] (Fig. 10) y el bsscFv [33xds16] (Fig. 11) se construyeron a partir de componentes de scFv con
especificidad por CD33 publicados previamente (Schwemmlein et al, 2005). Tanto el sctb ds[33xds16x33] como,
para su comparacion, el bsscFv [33xds16], se produjeron en células 293T humanas transfectadas de forma estable
cultivadas en un biorreactor mini-PERM. Las proteinas recombinantes se purificaron a partir del medio de cultivo
mediante cromatografia de afinidad. Los rendimientos de cada proteina purificada variaron entre 2-6 mg por litro de
medio de cultivo. El sctb [33xds16x33] y el bsscFv [33xds16] tuvieron una movilidad electroforética en experimentos
de SDS-PAGE correspondiente a una M; de aproximadamente 90 kDa y 60 kDa, respectivamente, relacionado
estrechamente con el valor de 86,5 kDa para el sctb [33xds16x33] (Fig. 10) y 59,8 kDa para el bsscFv [33xds16]
(Fig. 11) calculado a partir de sus secuencias.

Ejemplo 14: Unidn del antigeno especifica y simultanea del sctb [33xds16x33] y bsscFv [33xds16].

Tanto el sctb [33xds16x33] (Fig. 12A) como el bsscFv [33xds16] (Fig. 13A), reaccionaron tanto con el antigeno de
tumor mieloide CD33 como con la molécula activadora CD16 en células intactas, ya que fue capaz de unirse
especificamente con las células que expresaban por separado cada uno de estos antigenos. Para determinar que la
proteina era capaz de unirse con ambos antigenos simultdneamente, se incubaron las células CD16 positivas
primero con el sctb [33xds16x33] (Fig. 12B) o el bsscFv [33xds16] (Fig. 13B), y después se hicieron reaccionar con
una proteina de fusién que consiste en el dominio extracelular de CD33 y DsRed CD33ex-DsRed. Como resultado,
se observo una fuerte sefial roja de fluorescencia unida a célula, que indicaba que la proteina recombinante era
capaz de reaccionar simultaneamente tanto con CD16 asociada a la célula como con CD33ex de fase fluida.

Ejemplo 15: Determinacion de las constantes de equilibrio

Para evaluar si la incorporacion de un segundo componente de scFv para el antigeno de la célula diana en el sctb
daba como resultado un aumento de la avidez por CD33, se determinaron las constantes de equilibrio (Kp) del sctb
[33xds16x33] y del bsscFv [33xds16]. Los valores de Kp para ambas proteinas se obtuvieron a partir de curvas de
union en equilibrio que fueron obtenidas para ambos antigenos mediante citometria de flujo calibrada (Fig. 14). Los
valores de Kp se resumen en la Tabla Il. El sctb [33xds16x33] y el bsscFv [33xds16] reaccionaron con CD33 con
valores de Kp 28,9 + 1,9nM y 7,9 + 1,1 nM, respectivamente. Por lo tanto, la avidez de sctb [33xds16x33] por CD33
fue aproximadamente 3-4 veces mayor que la afinidad del scFv especifico de CD33 contenido en el bsscFv
[33xds16]. Esto sugiere que ambos restos de scFv especificos de CD33 eran funcionales y contribuian a la union
con CD33 en células intactas. Por el contrario, las afinidades del scFv especifico de CD16 estaban en el mismo
intervalo. Los valores de Kp para CD16 del sctb [33xds16x33] y el bsscFv [33xds16] fueron de 45,1 +4,3nMy 34,2 +
2,3 nM, respectivamente. Por lo tanto, ambos scFv especificos de CD33 localizados distalmente en este formato,
contribuyeron a la avidez general del sctb [33xds16x33] por el antigeno de superficie celular en las células
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tumorales.

Tabla II: Constantes de equilibrio para el bsscFv [33xds16] y el sctb [33xds16x33]

antigeno (linea celular) | Kp de bsscFv [33xds16] [nM] (ETM) | Kp de sctb [33xds16x33] [nM] (ETM)
CD33 (HL-60) 28,9 (+ 1,9) 7,9 (£1,1)
CD16 (CHO 16-10) 35,3 (+ 2,2) 45,1 (+ 4,3)

Ejemplo 16: Eficacia del triple cuerpo de scFv en tandem (triacuerpo) sctb ds [33xds16x33] en comparacion con el
anticuerpo biespecifico bsscFv [33xds16]

Para analizar si la avidez potenciada del sctb [33xds16x33] sobre el bsscFv [33xds16] por CD33 da como resultado
un aumento del potencial citolitico, se midié la eficacia de ambos fragmentos de anticuerpo para inducir ADCC en
paralelo. La linea celular tumoral derivada de leucemia promielocitica HL-60 CD33 positiva se usé como diana para
comparar €l sctb y el bsscFv. Se usaron MNC de donantes sanos como células efectoras con una relacion de
células E:T constante de 40:1. El sctb [33xds16x33] y el bsscFv [33xds16] desencadenaron ADCC de una manera
dosis-dependiente, mientras que los controles especificos de CD7 sctb y bsscFv permanecieron ineficaces, incluso a
concentraciones altas. Sin embargo, el sctb [33xds16x33] fue mas eficaz que el bsscFv [33xds16] (Fig. 15). Los
valores de CEsg para las células HL-60 para el sctb [33xds16x33] y el bsscFv [33xds16] fueron de 21 pM y 174 pM
respectivamente (p=0,018). Es importante destacar que para la misma linea celular diana, el sctb [33xds16x33]
produce destruccion semi-maxima a concentraciones 8 veces menores que el bsscFv [33xds16], lo que sugiere que
el aumento de avidez del sctb sobre el bsscFv se traduce en un aumento significativo en el potencial citotoxico.
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REIVINDICACIONES
1. Una molécula de acido nucleico que codifica un polipéptido, en el que el polipéptido consiste en:

(a) un primer dominio de inmunoglobulina que consiste en un dominio VL unido a un dominio VH, en el que el
dominio de inmunoglobulina se une especificamente a un antigeno expresado en células tumorales;

(b) un segundo dominio de inmunoglobulina que consiste en un dominio VL unido a un dominio VH, en el que el
dominio de inmunoglobulina se une especificamente a un antigeno expresado en células tumorales; y

(c) un tercer dominio de inmunoglobulina que consiste en un dominio VL ligado a un dominio VH, en el que el
dominio de inmunoglobulina se une especificamente a un antigeno de célula efectora, en el que la célula efectora
se selecciona del grupo que consiste en ce’lulas NK, células T, granulocitos neutrdfilos, monocitos y macrofagos,
en el que al menos uno de los antigenos expresado en células tumorales unido por el dominio de
inmunoglobulina de (a) o (b) es un antigeno expresado en células madre tumorales y/o en células precursoras o
progenitoras tumorales; y

(d) opcionalmente, al menos un (poli)péptido no relacionado con los dominios de inmunoglobulina;

y en el que la molécula de acido nucleico codifica al menos un enlazador que separa al menos un dominio V4 de
uno V. o al menos un dominio V. de uno V.

2. La molécula de acido nucleico de la reivindicacion 1, en la que los dominios de inmunoglobulina de los elementos
(a) y (b) se unen al mismo antigeno expresado en células tumorales.

3. La molécula de acido nucleico de la reivindicacion 1, en la que los dominios de inmunoglobulina de los articulos
(a) y (b) se unen a diferentes antigenos expresados en células tumorales.

4. La molécula de acido nucleico de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en la que el al menos un antigeno
expresado en células madre tumorales o en células precursoras o progenitoras tumorales es CD19, CD33, CD13,
CD44var, CD123, CD96 o CLL-1.

5. La molécula de acido nucleico de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en la que los antigenos expresados
en células tumorales y unidos mediante los dominios inmunoglobulina de (a) y (b) son CD19 y CD33, CD19 y CD13,
CD19 y CD123, CD19 y CD44var, CD19 y MCSP, CD33 y CD13, CD33 y CD123, CD33 y CD44var, CD33 y CD96,
CD33y CLL-1, CD13 y CD123, CD13 y CD44var, CD13 y CD96, CD13 y CLL-1, CD123 y CD44var, CD123 y CD96,
CD123 y CLL-1, CD44var y CD96, CD44var y CLL-1, 0 CD96 y CLL-1.

6. La molécula de acido nucleico de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en la que el antigeno de célula
efectora unido mediante el dominio de inmunoglobulina de (c) es CD16 (FcyRllla), CD64 (FcyRIl), NKG2D, NKp30,
NKp44, NKp46, CD28, CD2 o CD3.

7. La molécula de acido nucleico de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en la que al menos un dominio de
inmunoglobulina comprende al menos un resto de cisteina capaz de formar enlaces disulfuro intramoleculares.

8. La molécula de acido nucleico de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en la que el enlazador es un
enlazador peptidico de al menos 5 aminoacidos.

9. El acido nucleico de la reivindicacion 8, en el que los enlazadores son de longitud uniforme si esta presente mas
de un enlazador.

10. El acido nucleico de la reivindicacion 8, en el que los enlazadores son de diferente longitud si esta presente mas
de un enlazador.

11. El acido nucleico de la reivindicacién 9, en el que las secuencias de aminoacidos de los enlazadores son
idénticas.

12. El acido nucleico de la reivindicacién 9, en el que las secuencias de aminoacidos de los enlazadores son
diferentes.

13. El acido nucleico de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, que codifica dos dominios de inmunoglobulina
que se unen especificamente a CD19 y un dominio de inmunoglobulina que se une especificamente a CD16
(FcyRllla).
14. El acido nucleico de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, que codifica dos dominios de inmunoglobulina
que se unen especificamente a CD33 y un dominio de inmunoglobulina que se une especificamente a CD16
(FcyRllla).

15. La molécula de acido nucleico de la reivindicacion 1, en la que el (poli)péptido no relacionado con dominios de
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inmunoglobulina es una etiqueta Strep, una etiqueta His, una etiqueta Myc, una etiqueta Flag, una secuencia lider
de secrecion kappa, albumina de suero de humano (hsa) o fragmentos de la misma, péptidos capaces de unirse a
hsa o a otras proteinas del suero; un péptido capaz de unirse con el receptor de Fc neonatal (FcRn), aldolasa de
musculo humano (hma) o un fragmento de la misma, regién bisagra de CD8, Interleucina 2, Interleucina 15,
Interleucina 18, Factor Estimulante de Colonias de Macréfagos y Granulocitos (GM-CSF), Factor Estimulante de
Colonias de Granulocitos (G-CSF) o un péptido que proporciona al menos un sitio de N-glicosilacion.

16. La molécula de acido nucleico de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15, en la que las células tumorales
son células de leucemia.

17. La molécula de acido nucleico de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15, en la que las células madre
tumorales son células madre leucémicas.

18. La molécula de acido nucleico de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15, en la que las células precursoras
o progenitoras tumorales son células precursoras o progenitoras leucémicas.

19. La molécula de acido nucleico de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 18, en la que el tumor es una
leucemia o un linfoma.

20. Un vector que comprende la molécula de acido nucleico de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 19.
21. Un hospedador no humano transformado con el vector de la reivindicacion 20.
22. El hospedador no humano de la reivindicacion 21, en el que el hospedador es una célula.

23. Un método para la produccién de un polipéptido que comprende el cultivo de la célula hospedadora de la
reivindicacion 22 en condiciones adecuadas y el aislamiento del polipéptido recombinante producido.

24. Un polipéptido codificado por la molécula de acido nucleico de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 19 o
producido por el método de la reivindicacién 23.

25. Una composicion de diagndstico que comprende al menos uno de
(a) la molécula de acido nucleico de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 19
(b) el vector de la reivindicacion 20 o
(c) el polipéptido de la reivindicacion 24.

26. Una composicion farmacéutica que comprende:
(a) la molécula de acido nucleico de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 19
(b) el vector de la reivindicacion 20 o

(c) el polipéptido de la reivindicacion 24.

27. La molécula de acido nucleico de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 19, el vector de la reivindicacion 20
o el polipéptido de la reivindicacién 24 para uso en el tratamiento de tumores.

28. La molécula de acido nucleico o el vector o el polipéptido para uso de acuerdo con la reivindicacion 27, en el que
el tumor es una leucemia o linfoma.

29. La molécula de acido nucleico o el vector o el polipéptido para uso de acuerdo con la reivindicacion 28, en el que
la leucemia es AML, CML, ALL, CLL o linfoma no Hodgkin.
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