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DESCRIPCIÓN

Composiciones farmacéuticas con resistencia a CEA soluble

Han pasado más de tres décadas desde que Gold y Freedman describieron por primera vez el antígeno 
carcinoembrionario asociado a tumor (CEA) en extractos tisulares de cáncer de colon humanos (Gold y Freedman; J. 
Exp. Med. 122 (1965); 467-481).5

Entre tanto, se han descubierto otros 28 genes/pseudogenes relativos a la familia de genes CEA. En un intento de 
simplificar la nomenclatura usada para los miembros de la familia de genes CEA, la familia se ha renombrado 
recientemente “moléculas de adhesión celular relacionadas con CEA” (CEACAM) y la nomenclatura para sus 
miembros se ha unificado (Beauchemin, Exp. Cell Res. 252 (1999), 243-249). Por ejemplo, de acuerdo con esta 
nomenclatura, el CEA humano (CD66e) se llama CEACAM5.10

La familia de genes CEA humanos se agrupa en el cromosoma 19q13.2 (Olsen et al. Genomics 23 (1994); 659-668). 
Sus 29 genes y pseudogenes se pueden dividir en tres subgrupos, es decir, el subgrupo CEA que contiene siete 
genes expresados, el subgrupo de glucoproteínas específicas del embarazo (PSG) que contiene once genes 
expresados y el tercer subgrupo que solo contiene pseudogenes (Hammarström, Sem. Cancer Biol. 9 (1999), 67-81; 
Beauchemin, Exp. Cell Res. 252 (1999), 243-249). El análisis de las secuencias de aminoácidos de CEA y los otros 15
miembros de la familia reveló que pertenecen a la superfamilia de las inmunoglobulinas (Ig) (Williams y Barclay, 
Annul. Rev. Immunol. 6 (1988), 381-405). Todos los miembros del subgrupo CEA se unen a la membrana de la 
superficie celular: la glucoproteína biliar (CEACAM1; BGP1; TM-CEA; CD66a), el miembro de la familia de genes 
CEA 1 (CEACAM3; CGM1; CD66d) y el miembro de la familia de genes CEA 7 (CEACAM4; CGM7) tienen dominios 
transmembranarios hidrófobos, mientras que el antígeno carcinoembrionario (molécula de adhesión celular 20
relacionada con el antígeno carcinoembrionario 5; CEACAM5; CEA; CD66e), el antígeno no específico de reacción 
cruzada (CEACAM6; NCA; NCA-50/90; CD66c), el miembro de la familia de genes CEA 2 (CEACAM7; CGM2) y el 
miembro de la familia de genes CEA 6 (CEACAM8; CGM6; CD66b) se unen a la membrana plasmática por restos 
lipídicos de glucosilfosfatidilinositol (GPI). Las proteínas CEA están altamente glucosiladas con un peso molecular de 
hasta aproximadamente 300 kDa, dependiendo del número de dominios Ig.25

En lo que respecta a la actividad biológica de las proteínas CEA, los estudios in vitro con líneas celulares tumorales 
sugirieron que varias subfamilias CEA incluyendo glucoproteína biliar, CEA y antígeno no específico de reacción 
cruzada pueden actuar como moléculas de adhesión celular heterotípicas y homofílicas cuando se expresan en la 
superficie celular del tumor (Oikawa et al., Biochem. Biophys. Res. Commun. 186 (1992), 881-887; Zhou et al., 
Cancer Res. 53 (1993), 3817-3822). Más recientemente, se ha analizado un posible papel de CEA y antígeno no 30
específico de reacción cruzada en la defensa inmunitaria innata que protege al colon del ataque microbiano 
(Hammarström y Baranov, Trends Microbiol. 9 (2001), p. 119-125). En particular, se ha propuesto que estas 
proteínas se unen y atrapan microorganismos evitando que alcancen e invadan las células epiteliales de 
microvellosidades.

Se planteó la hipótesis de que el CEA es un antígeno oncofetal que se expresa durante el período fetal, ausente en 35
el adulto sano y reexpresado en cáncer. Sin embargo, el CEA también se expresa en el tejido adulto normal. Por 
ejemplo, la glucoproteína biliar, el CEA, el antígeno no específico de reacción cruzada y el miembro de la familia de 
genes CEA 2 se expresan en el colon humano normal, en particular en las células epiteliales cilíndricas maduras 
frente a la luz intestinal y en las células altamente diferenciadas de las criptas orales (Frängsmyr et al., Cancer Res. 
55 (1995), 2963-2967; Frängsmyr et al., Tumor Biol. 20 (1999), 277-292). Más específicamente, estas proteínas 40
están ubicadas en el glucocáliz del borde en cepillo de colonocitos maduros que recubren la superficie luminal libre. 
La glucoproteína biliar, el CEA y el antígeno no específico de reacción cruzada también se expresan en varios 
tumores de origen epitelial (Hammarström, Sem. Cancer Biol. 9 (1999), 67-81; Shively y Beatty CRC Crit. Rev. 
Oncol. Hematol. 2 (1985), 355-399).

Ya a finales de los años 70 y principios de los 80, el CEA se convirtió en un antígeno diana favorecido para la 45
radioinmunolocalización de tumores colorrectales y otros tumores epiteliales. Esto es debido al hecho de que el CEA 
se sobreexpresa en un 95 % de los cánceres gastrointestinales y pancreáticos, así como en la mayoría de los 
carcinomas pulmonares microcíticos y no microcíticos. También se expresa en el carcinoma de mama y en el 
carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello (Primus et al., Cancer 42 (1978), 1540-1545). De hecho, el CEA 
es uno de los marcadores tumorales clínicos usados de forma más extensa. Se usa como marcador tumoral sérico 50
para cánceres colorrectales y algunos otros cánceres debido a su estabilidad, su expresión bastante restringida en el 
tejido adulto normal y su expresión alta en tumores de origen epitelial. La mayor parte del CEA en un individuo sano 
se produce en el colon. Ahí se libera desde la superficie apical de las células cilíndricas maduras a la luz intestinal y 
desaparece con las heces. Por tanto, normalmente solo se observan niveles muy bajos en la sangre de individuos 
sanos. Por ejemplo, los niveles de CEA en la sangre de individuos sanos son de menos de 2 µg/l. Por el contrario, 55
los niveles de CEA en el suero de pacientes con carcinomas colorrectales y otros carcinomas están incrementados, 
variando hasta más de 2000 µg/l (Thomson et al., PNAS 64 (1969), 161-167). En particular, los tumores epiteliales 
progresivos, malignos o en estadio tardío están acompañados con frecuencia por concentraciones séricas altas de 
CEA soluble (Fletcher; Ann. Intern. Med. 104 (1986), 66-73). Se sabe que los componentes de la membrana 
plasmática, incluyendo el CEA, se exfolian continuamente de la superficie como vesículas derivadas de la membrana 60
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plasmática (Taylor y Black, J. Natl. Cancer Inst. 74 (1985), 859-866; Sack et al., J Clin Invest. 82 (1988), 586-93) 
que, a través del drenaje linfático y de los vasos sanguíneos pueden terminar en la sangre. A medida que el tamaño 
del tumor incrementa, más CEA se acumulará en la sangre. El uso principal de las determinaciones de CEA sérico 
como marcador tumoral está en la vigilancia posquirúrgica del cáncer de colon. El incremento en los niveles de CEA 
fue el primer indicador de enfermedad recidivante en un 81 % (Minton et al., Cancer 55 (1985), 1284-1290) y 89 %5
(Wanebo et al., Surg. Gynecol. Obstet. 169 (1989), 479-487) de los pacientes, respectivamente. Los niveles de CEA 
séricos también se pueden usar como indicador de pronóstico (Mulcahy y Benson, Curr. Oncol. Rep. 1 (1999), 168-
172).

Debido a su sobreexpresión en muchos cánceres epiteliales, el CEA no solo se usa como marcador tumoral sino 
también como diana para tratamiento antitumoral. Por ejemplo, los cánceres gastrointestinales representan una gran 10
proporción de los tumores epiteliales humanos, con una estimación de 21.700 nuevos casos de cáncer gástrico y 
135.400 nuevos casos de cáncer colorrectal en los Estados Unidos en el año 2001 (Greenlee; CA Cancer J Clin 51 
(2001), 15-36). El cáncer colorrectal es la tercera neoplasia maligna más común y la tercera causa principal de 
muerte por cáncer tanto en hombres como en mujeres (Ries; Cancer 88 (2000), 2398-2424). En un intento por 
encontrar nuevas opciones terapéuticas contra estos tumores, se han explorado los anticuerpos monoclonales anti-15
CEA como posibles opciones terapéuticas para los cánceres positivos para CEA (Murakami et al., Immunol. Invest. 
25 (1996), 23-35).

Un ejemplo para un enfoque en el que los pacientes con carga tumoral baja (correspondiente a niveles de CEA 
séricos bajos) se han tratado con éxito es un estudio realizado por Behr et al. En este enfoque, una variante 
marcada con 131l de labetuzumab (labetuzumab es una forma humanizada del anticuerpo monoclonal anti-CEA MN-20
14; Behr et al., Cancer, 94: 1373-1381, (2002), 1559-64) se ha analizado en un ensayo en fase II en el que se han 
incluido 30 pacientes con CCR con enfermedad metastásica de volumen pequeño quimiorrefractaria a 5-fluorouracilo 
y ácido folínico o con tratamiento adyuvante después de metástasis hepática. Se suministró una única inyección de 
labetuzumab marcado con 131l. De 19 pacientes evaluables, 3 tuvieron una remisión parcial y ocho mostraron 
respuestas secundarias durante hasta 15 meses. Con tratamiento adyuvante, 7 de 9 pacientes estuvieron sin cáncer 25
durante hasta 3 años, mientras que la tasa de recaída en el grupo de control fue de un 67 % en el mismo período de 
tiempo. Los niveles de CEA séricos de los pacientes variaron de 3,9 - 45 ng/ml (Behr et al., Cancer, 94: 1373-1381, 
2002). En otro estudio caracterizado por pacientes con niveles séricos de CEA bajos (<5 ng/ml), se ha demostrado 
que la radioinmunoterapia de CEA con 131l-labetuzumab (loc. cit.) mejora la supervivencia posextirpación de rescate 
de metástasis de cáncer colorrectal en el hígado. 23 pacientes recibieron una dosis de 40-60 mCi/m

2
de 
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l-30

labetuzumab. La supervivencia en cinco años fue de un 51,3 % para grupos tratados y de un 7,4 % para grupos de 
control, respectivamente (Liersch et al., JCO, 2005, ASCO Proc, Vol 23, n.º 16S: 3627).

Aún, los enfoques terapéuticos que tratan las concentraciones de CEA séricas altas con frecuencia dan como 
resultado respuestas antitumorales bajas o nulas. Por ejemplo, en un estudio clínico realizado para evaluar un 
anticuerpo monoclonal anti-CEA humanizado en clínica, una versión injertada con CDR de MN-14 (hMN-14; 35
Sharkey, Cancer Res. 55 (23 Supl.) (1995) 5935s-5945s) se ha marcado con 131l. 19 pacientes con tumores 
productores de CEA avanzados recibieron hMN-14 marcado con 131l. La biodistribución, selección tumoral y 
comportamiento farmacocinético del hMN-14 fue similar al observado con el MN-14 murino. Sin embargo, los 
pacientes con CEA elevado (> 200 ng/ml) en plasma tuvieron más de un 30 % del anticuerpo marcado complejado 
en 1 h después de la inyección. En algunos de estos pacientes, el incremento en la complicación dio como resultado 40
una potenciación del metabolismo del anticuerpo con un aclaramiento más rápido de la sangre que el observado en 
pacientes con menor CEA en plasma (Sharkey, loc. cit.). En otro ensayo en fase I llevado a cabo por Yu et al., un 
anticuerpo monoclonal murino de alta afinidad marcado con 131l (mAb) frente a CEA, COL-1 (Muraro, Cancer Res. 45 
(1985), 5769-80), se ha investigado en pacientes con neoplasias malignas gastrointestinales. En particular, se ha 
analizado la influencia del CEA sérico y de la masa tumoral sobre la farmacocinética. Para este fin, 18 pacientes con 45
neoplasias malignas gastrointestinales avanzadas recibieron 20 mg de COL-1 marcado con 131l, con dosis de 
10 mCi/m2 a 75 mCi/m2. El nivel de CEA sérico varió de 6 a 2739 ng/ml (media +/- DE, 500 +/- 639). Un 82 % de 
todos los órganos con afectación tumoral fueron positivos y un 58 % de todas las lesiones. Sin embargo, de nuevo 
se ha observado que un elevado CEA sérico (> 500 ng/ml) y masa tumoral se correlacionaban directamente con el 
aclaramiento de la radioactividad sérica. Los autores concluyeron que los pacientes con niveles de CEA en 50
circulación altamente elevados y/o un incremento en la masa tumoral aclararon el COL-1 marcado con 131l más 
rápidamente de la circulación (Yu et al., J. Cli. Oncol. 14 (1996), 1798-1809). Se han obtenido resultados similares 
en un estudio por Hajjar et al. con anticuerpo monoclonal anti-CEA MN-14 marcado con yodo-131 en pacientes con 
cáncer colorrectal y gastrointestinal metastásico. En este ensayo en fase I, 21 pacientes después de radioterapia 
externa previa o bien después de quimioterapia estándar se han tratado con anticuerpo. 7 de 21 pacientes tuvieron 55
anticuerpos humanos anti-humanos (HAHA), pero sin efectos secundarios. No se observó ninguna respuesta 
antitumoral. De nuevo, se ha descubierto que los niveles de CEA en plasma elevados incrementan el aclaramiento 
del anticuerpo de la sangre y todo el cuerpo (Hajjar et al., Clin Colorectal Cancer, 2 (2002), 31-42), lo que, al menos 
en parte, puede proporcionar una explicación de la falta de respuesta antitumoral observada en este estudio. El 
fenómeno de aclaramiento rápido del anticuerpo terapéutico de la sangre y del cuerpo se puede explicar por el 60
incremento en la formación de complejos inmunitarios que han de eliminarse rápidamente del cuerpo para prevenir 
daño orgánico. No se pudo observar ningún efecto terapéutico en los pacientes con tumores incluidos en estos 
estudios, debido lo más probablemente al aclaramiento rápido de los anticuerpos monoclonales. Kontermann (2005), 
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Acta Pharmacologica Sinica Vol. 26, nº. 1, 1-9 describe varios anticuerpos CD3xCEA biespecíficos. El documento 
EP 491031 proporciona anticuerpos CEA injertados con CDR.

Para superar los problemas provocados por la formación de complejos inmunitarios y el aclaramiento rápido de 
anticuerpos monoclonales terapéuticos que están mediados lo más probablemente por la parte Fc de los anticuerpos 
reconocidos por los receptores de Fc de células inmunitarias, derivados de anticuerpos (por ejemplo, construcciones 5
de scFv) o fragmentos (por ejemplo, fragmentos Fab y Fab2) sin parte Fc se han producido y analizado en la clínica. 
La mayoría de estos estudios están dirigidos al diagnóstico por imagen y detección/localización de tumores (véase,
por ejemplo, Chester et al., Cancer Chemother Pharmacol, 46 (2000) Supl: S8-12; Mayer et al., Clin Cancer Res, 6: 
(2000) 1711-1719; Begent et al., Nat Med, 2 (1996): 979-984). Solo unos pocos estudios investigaron la eficacia 
terapéutica de dichos derivados/fragmentos de anticuerpos en la clínica. Por ejemplo, en un enfoque clínico por 10
Francis et al. (Francis, Br. J. Cancer 87(6) (2002), 600-607) se ha investigado la actividad anti-tumoral de una 
construcción de scFv-carboxipeptidasa. En este ensayo en fase I, se ha usado el tratamiento enzimático con 
profármaco dirigido por anticuerpos (ADEPT) en pacientes con carcinoma colorrectal avanzado u otros tumores 
productores de CEA. Para este fin, se ha utilizado A5CP, que consiste en un fragmento F(ab)2 de un anticuerpo 
monoclonal de ratón para CEA (A5B7) unido a la enzima bacteriana carboxipeptidasa (CPG2) como agente de 15
selección de anticuerpo-enzima y ZD2767P, un profármaco de bis-yodofenol-mostaza. Como resultado, no se han 
observado respuestas clínicas ni radiológicas en el estudio. Los niveles de CEA séricos de pretratamiento variaron 
hasta 1000 ng/ml. Estas concentraciones de CEA altas en suero de los pacientes con tumores tratados pueden ser, 
al menos en parte, responsables de la falta de respuesta antitumoral observada en este estudio.

En vista de los problemas expuestos anteriormente, la provisión de medios y procedimientos para una opción 20
terapéutica eficaz para tumores epiteliales progresivos, malignos o en estadio tardío es altamente deseable.

En consecuencia, un aspecto de la invención se refiere a una composición farmacéutica, comprendiendo dicha 
composición farmacéutica un anticuerpo monocatenario biespecífico que tiene

(a) un primer dominio de unión que se une específicamente a CD3 humano, y

(b) un segundo dominio de unión que se une específicamente a CEA humano,25

en el que dicho segundo dominio de unión específico para CEA humano comprende

(i) una CDR-H1 que tiene la secuencia de aminoácidos “SYWMH” (SEQ ID NO. 68), una CDR-H2 que tiene la 
secuencia de aminoácidos “FIRNKANGGTTEYAASVKG” (SEQ ID NO. 67), una CDR-L1 que tiene la secuencia 
de aminoácidos “TLRRGINVGAYSIY” (SEQ ID NO. 73), una CDR-L2 que tiene la secuencia de aminoácidos 
“YKSDSDKQQGS” (SEQ ID NO. 72) y una CDR-L3 que tiene la secuencia de aminoácidos “MIWHSGASAV” 30
(SEQ ID NO. 71);

(ii) una CDR-H1 que tiene la secuencia de aminoácidos “SYWMH” (SEQ ID NO. 68), una CDR-H2 que tiene la 
secuencia de aminoácidos “FILNKANGGTTEYAASVKG” (SEQ ID NO. 145), una CDR-L1 que tiene la 
secuencia de aminoácidos “TLRRGINVGAYSIY” (SEQ ID NO. 73), una CDR-L2 que tiene la secuencia de 
aminoácidos “YKSDSDKQQGS” (SEQ ID NO. 72) y una CDR-L3 que tiene la secuencia de aminoácidos 35
“MIWHSGASAV” (SEQ ID NO. 71); o

(iii) una CDR-H1 que tiene la secuencia de aminoácidos “TYAMH” (SEQ ID NO. 70), una CDR-H2 que tiene la 
secuencia de aminoácidos “LISNDGSNKYYADSVKG” (SEQ ID NO. 69), una CDR-L1 que tiene la secuencia de 
aminoácidos “TLRRGINVGAYSIY” (SEQ ID NO. 73), una CDR-L2 que tiene la secuencia de aminoácidos 
“YKSDSDKQQGS” (SEQ ID NO. 72) y una CDR-L3 que tiene la secuencia de aminoácidos “MIWHSGASAV” 40
(SEQ ID NO. 71); y

en el que dicho segundo dominio de unión comprende al menos la secuencia de aminoácidos “DX1X2X3X4FYFDY” 
(SEQ ID NO. 65), en la que “X1”, “X2”, “X3” o “X4” representa cualquier residuo aminoacídico, y el residuo 
aminoacídico “D” corresponde a la posición de Kabat 95 de la CDR-H3 del anticuerpo monoclonal murino A5B7 y los 
residuos aminoacídicos “FYFDY” corresponden a las posiciones de Kabat 100, 100a, 100b, 101, y 102, 45
respectivamente, de la CDR-H3 del anticuerpo monoclonal murino A5B7. En un modo de realización, “X1” representa 
“R” (arginina), “F” (fenilalanina), “M” (metionina), “E” (ácido glutámico), o “T” (treonina); “X2” representa “G” (glicina), 
“Y” (tirosina), “A” (alanina), “D” (ácido aspártico), o “S” (serina); “X3” representa “L” (leucina), “F” (fenilalanina), “M” 
(metionina), “E” (ácido glutámico), o “T” (treonina); y “X4” representa “R” (arginina), “Y” (tirosina), “A” (alanina), “D” 
(ácido aspártico), o “S” (serina).50

En un modo de realización de la composición farmacéutica de la invención, dicho segundo dominio de unión 
específico para CEA humano del anticuerpo monocatenario biespecífico definido en el presente documento 
comprende al menos la secuencia de aminoácidos “DRGLRFYFDY” (SEQ ID NO. 66) correspondiente a las 
posiciones de Kabat 95 – 102 de la CDR-H3 del anticuerpo monoclonal murino A5B7.

La presente invención proporciona medios y procedimientos particularmente adecuados para el tratamiento de 55
pacientes con tumores epiteliales con concentraciones de CEA soluble altas en su plasma. Dichas concentraciones 
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de CEA soluble altas se encuentran en el suero/plasma de pacientes con tumores epiteliales con tumores 
progresivos, tumores recidivantes, metastásicos, en estadio tardío y para pacientes con una carga/masa tumoral 
alta. Se ha descubierto que los anticuerpos monocatenarios biespecíficos con un dominio de unión a CEA que 
comprende la secuencia de aminoácidos “DRGLRFYFDY” (SEQ ID NO. 66) no solo se unen a células diana 
positivas para CEA, sino también a CEA soluble; véase el ejemplo 3 y la figura 2 de la presente invención; y el 5
documento EP B1 491031. La secuencia de aminoácidos indicada “DRGLRFYFDY” corresponde a las posiciones de 
Kabat 95 – 102 (SEQ ID NO. 66) de la CDR-H3 del anticuerpo monoclonal murino A5B7 (Harwood, Br J Cancer. 54 
(1986), 75-82). Sorprendentemente, aunque se unen a CEA soluble, dichos anticuerpos monocatenarios 
biespecíficos destruyen las células tumorales que llevan CEA, incluso en presencia de concentraciones altas de 
CEA soluble (se ha sometido a prueba hasta 1 µg/ml de CEA soluble). Dicho de otro modo, dichas construcciones 10
biespecíficas no se inhiben por CEA soluble en su actividad citotóxica contra células tumorales positivas para CEA.

Como se muestra en los siguientes ejemplos 5 y 8 (en combinación con las figuras 5, 6, 8, 10, 19, 20, 22 y 27), los 
anticuerpos monocatenarios biespecíficos con un dominio de unión a CEA que comprenden la secuencia de 
aminoácidos “DRGLRFYFDY” mediaron en la citotoxicidad para células tumorales positivas para CEA, incluso en 
presencia de concentraciones altas de CEA soluble. Por ejemplo, la figura 10 muestra un ensayo de citotoxicidad de 15
construcciones monocatenarias biespecíficas reactivas para CEA redirigidas a células Kato III (línea celular de 
carcinoma gástrico humano positivas para CEA) en presencia de un incremento en las cantidades de antígeno CEA 
soluble. Los linfocitos T citotóxicos positivos para CD8 humanos estimulados (CTL) se usaron como células 
efectoras. La citotoxicidad mediada por CEAI VHVLxSEQ ID NO.77 VHVL es resistente a CEA soluble. Por el 
contrario, la actividad citotóxica mediada por CEAII VHVLxSEQ ID NO.77 VHVL se inhibe por un incremento en las 20
cantidades de CEA soluble. CEAI es una región variable derivada del mAb murino A5B7, mientras que CEAII VHVL 
se deriva del mAb T84.66.

De forma importante, se ha descubierto que la secuencia de aminoácidos “DRGLRFYFDY” es suficiente para mediar 
la resistencia a CEA soluble cuando se usa en un dominio de unión a CEA humano (es decir, un dominio de unión 
humano que se une específicamente a CEA humano) de anticuerpos monocatenarios biespecíficos anti-CEAxanti-25
CD3; véanse, por ejemplo, las figuras 19, 20, 22 y 27.

A continuación, anticuerpos monocatenarios biespecíficos como se define en el presente documento se refieren por 
tanto a que son resistentes al antígeno CEA soluble. El término “resistencia al antígeno CEA soluble”, “resistente a 
CEA soluble” o términos relacionados como se usa en el presente documento se refiere al hecho de que la 
citotoxicidad frente a células tumorales o células diana positivas para CEA mediadas por dichos anticuerpos 30
monocatenarios biespecíficos no se ve afectada por el incremento en las concentraciones de CEA soluble. En 
particular, la actividad citotóxica no se inhibe incluso por concentraciones altas de CEA soluble (se ha sometido a 
prueba hasta 1 µg/ml). Como se ha expuesto anteriormente, los niveles de CEA en la sangre de individuos sanos 
son de menos de 2 ng/ml. Las concentraciones de CEA soluble altas en el suero/plasma de pacientes con tumores 
son características para tumores progresivos, recidivantes, metastásicos o en estadio tardío y para pacientes con 35
carga tumoral alta. Por tanto, la presente invención proporciona medios y procedimientos particularmente adecuados 
para el tratamiento de pacientes con tumores epiteliales con dichas concentraciones de CEA soluble altas en su 
plasma. El término “concentraciones de CEA soluble altas” como se usa en el presente documento indica una 
concentración de CEA en suero/plasma soluble mayor de 10, 20, 50, 70, 80, 90 o 100 ng/ml. Esta concentración de 
CEA en suero/plasma se puede determinar, inter alia, por ELISA. Preferentemente, dicha concentración de CEA en 40
suero/plasma es mayor de 100 ng/ml, como se determina, por ejemplo, por ELISA.

La generación de dichos anticuerpos monocatenarios biespecíficos con resistencia a antígeno CEA soluble no fue 
una tarea trivial, como resulta evidente a partir de los siguientes ejemplos. Por ejemplo, los anticuerpos 
monocatenarios biespecíficos con un dominio de unión a CEA derivado de un anticuerpo monoclonal (mAb) 
conocido por unirse a CEA unido a membrana pero no a CEA soluble, es decir, mAb PR1A3 (Durbin, Proc Natl Acad 45
Sci U S A. 91 (1994), 4313-7), no se pudieron producir: cuando se usó en el formato de anticuerpo monocatenario 
biespecífico, no se pudo lograr ninguna expresión/secreción de la construcción monocatenaria biespecífica anti-
CD3xanti-CEA. Cuando se ha utilizado una versión humanizada de PR1A3 (Durbin, loc. cit.) para la generación, la 
construcción de anticuerpo monocatenario biespecífico se expresó y se secretó de la célula huésped. Sin embargo, 
no se pudo obtener ninguna unión de dominio de unión anti-CEA a CEA unido a membrana.50

Cuando se han generado anticuerpos monocatenarios biespecíficos derivados de los anticuerpos monoclonales bien 
descritos T84.66 (Neumaier, M. et al., Cancer Res 50 (1990), 2128-34) o MFE-23 (Boehm, M. K. Biochem J 2 (2000), 
519-28), estos anticuerpos biespecíficos fueron altamente sensibles al antígeno CEA soluble, es decir, su actividad 
citotóxica frente a células tumorales o células diana positivas para CEA se han bloqueado en presencia de antígeno 
CEA soluble. Puesto que se ha descubierto que dichas construcciones se unen a CEA soluble, se concluyó que el 55
antígeno CEA soluble evita que el anticuerpo se una a CEA unido a membrana, bloqueando de este modo la 
actividad citotóxica mediada por anticuerpo. Por ejemplo, la figura 7 muestra un ensayo de citotoxicidad de una 
construcción monocatenaria biespecífica reactiva para CEA redirigida a células CHO transfectadas con CEA en 
presencia de CEA humano soluble. Los linfocitos T citotóxicos positivos para CD8 humanos estimulados (CTL) se 
usaron como células efectoras. La actividad citotóxica de CEAII VHVLxSEQ ID NO.77 VHVL se inhibe claramente 60
incrementando las cantidades de CEA soluble. CEAII VHVL se deriva de mAb T84.66; la SEQ ID NO.77 es un 
dominio anti-CD3 VH-VL.
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La resistencia a antígeno CEA soluble solo se puedo encontrar para anticuerpos monocatenarios biespecíficos, cuyo 
dominio de unión a CEA comprendía la secuencia de aminoácidos “DRGLRFYFDY” de la CDR-H3 del anticuerpo 
monoclonal murino A5B7 (Harwood, Br J Cancer. 54 (1986), 75-82). Al igual que para construcciones 
monocatenarias biespecíficas derivadas de MFE-23 y T84.66, los anticuerpos monocatenarios biespecíficos 
derivados de A5B7 se unen a CEA soluble. En vista de los resultados obtenidos para las construcciones 5
monocatenarias biespecíficas derivadas de MFE-23 y T84.66, no se podía esperar que el CEA soluble no influencie 
la actividad citotóxica en construcciones de anticuerpos biespecíficos monocatenarios derivados de A5B7.

Como se ha expuesto anteriormente, muchos enfoques terapéuticos dirigidos frente a tumores epiteliales que llevan 
CEA en seres humanos están impedidos seriamente por la presencia de niveles altos de antígeno CEA soluble en el 
plasma de pacientes con cáncer. Por ejemplo, un incremento en la formación de complejos inmunitarios y el 10
aclaramiento de anticuerpos monoclonales anti-CEA terapéuticos en presencia de concentraciones de CEA altas en 
plasma se ha observado en varios estudios clínicos. Además, el antígeno CEA soluble (con frecuencia presente en 
concentraciones altas en el suero de pacientes con cáncer con tumores progresivos, cáncer recidivante, tumores 
metastásicos, carga/masa tumoral alta o tumores en estadio tardío) bloquea la opción terapéutica dirigida contra 
células tumorales positivas para CEA, evitando por tanto el reconocimiento y la destrucción de células tumorales. 15
Por lo tanto, la cantidad real de la opción terapéutica que alcanza el tumor se reduce, dando como resultado una 
actividad antitumoral disminuida, baja o incluso nula. Esta limitación restringe hasta ahora, por ejemplo, los enfoques 
basados en anticuerpos a los pacientes con cantidades muy bajas de antígeno CEA soluble con pocas 
probabilidades de prevenir una interacción de las células tumorales con opción terapéutica.

En la presente invención, se ha descubierto que es posible generar una opción terapéutica con anticuerpos 20
monocatenarios biespecíficos con especificidad por CD3 humano y CEA humano, en la que la actividad citotóxica 
dirigida contra células tumorales es resistente incluso a concentraciones altas de antígeno CEA soluble (se ha 
sometido a prueba hasta 1µg/ml de CEA soluble). Este hallazgo es totalmente inesperado en vista del hecho de que 
los anticuerpos monocatenarios biespecíficos de la invención se unen al antígeno CEA soluble (véanse el ejemplo 3 
y la figura 2 de la presente invención; véase también el documento EP B1 491031). No obstante, los anticuerpos 25
monocatenarios biespecíficos como se definen en el presente documento son totalmente resistentes a la presencia 
incluso de niveles altos de CEA soluble en su actividad citotóxica hacia células tumorales. Por tanto, la presente 
invención proporciona medios y procedimientos particularmente adecuados para el tratamiento de pacientes con 
tumores con concentraciones de CEA soluble altas en su plasma, como se observa, por ejemplo, durante la 
progresión tumoral, para cáncer recidivante, para metástasis, para pacientes con carga/masa tumoral alta, o tumores 30
en estadio tardío.

De acuerdo con la presente invención, el término “composición farmacéutica” se refiere a una composición para su 
administración a un paciente humano. Preferentemente, la composición farmacéutica comprende formulaciones 
adecuadas de vehículos, estabilizantes y/o excipientes. En un modo de realización preferente, la composición 
farmacéutica comprende una composición para su administración parenteral, transdérmica, intraluminal, intraarterial, 35
intratecal y/o intranasal o por inyección directa en el tejido. Se prevé en particular que dicha composición se 
administre a un paciente por medio de infusión o inyección. La administración de las composiciones adecuadas se 
puede efectuar por diferentes maneras, por ejemplo, por administración intravenosa, intraperitoneal, subcutánea, 
intramuscular, tópica o intradérmica. La composición de la presente invención puede comprender además un 
vehículo farmacéuticamente aceptable. Los ejemplos de vehículos farmacéuticos adecuados son bien conocidos en 40
la técnica e incluyen soluciones salinas tamponadas con fosfato, agua, varios tipos de agentes humectantes, 
soluciones estériles, liposomas, etc. Las composiciones que comprenden dichos vehículos se pueden formular por 
procedimientos convencionales bien conocidos. Estas composiciones se pueden administrar al sujeto en una dosis 
adecuada que se puede determinar, por ejemplo, por estudios de aumento gradual de la dosis por administración de 
dosis crecientes del anticuerpo monocatenario biespecífico que presenta resistencia a antígeno CEA soluble sérico 45
descrito en el presente documento. Como se ha expuesto anteriormente, el anticuerpo monocatenario biespecífico 
descrito en el presente documento con resistencia a antígeno CEA soluble sérico se puede usar ventajosamente en 
el tratamiento de pacientes con cáncer con concentraciones séricas de CEA altas, tales como tumores progresivos, 
cáncer recidivante, tumores metastásicos, carga/masa tumoral alta, o tumores en estadio tardío. Estas 
composiciones también se pueden administrar en combinación con otros fármacos proteináceos y no proteináceos, 50
por ejemplo, en forma de un cotratamiento. Estos fármacos se pueden administrar simultáneamente con la 
composición que comprende el anticuerpo monocatenario biespecífico como se define en el presente documento o 
por separado antes o después de la administración de dicho anticuerpo biespecífico en intervalos y dosis 
oportunamente definidos. El régimen de dosificación se determinará por el médico especialista y por factores 
clínicos. Como es bien conocido en la técnica médica, las dosificaciones para un paciente cualquiera dependen de 55
muchos factores, incluyendo la talla del paciente, el área de superficie corporal, la edad, el compuesto particular que 
se va a administrar, el sexo, el tiempo y la vía de administración, la salud general y otros fármacos que se estén 
administrando simultáneamente. Las preparaciones para la administración parenteral incluyen soluciones acuosas o 
no acuosas estériles, y suspensiones. Los ejemplos de disolventes no acuosos son propilenglicol, polietilenglicol, 
aceites vegetales y ésteres orgánicos inyectables, tales como oleato de etilo. Los vehículos acuosos incluyen agua, 60
suspensiones o soluciones acuosas, incluyendo medios tamponados y solución salina. Los vehículos parenterales 
incluyen solución de cloruro de sodio, dextrosa de Ringer, dextrosa y cloruro de sodio, o Ringer con lactato. Los 
vehículos intravenosos incluyen reponedores de fluidos y nutrientes, reponedores de electrolitos (tales como los 
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basados en la dextrosa de Ringer), y similares. También pueden estar presentes conservantes y otros aditivos tales 
como, por ejemplo, antibióticos, antioxidantes, agentes quelantes, gases inertes y similares. Además, la composición 
de la presente invención puede comprender vehículos proteináceos, como, por ejemplo, seroalbúmina o 
inmunoglobulina, preferentemente de origen humano. Se prevé que el cotratamiento comprenda, además del 
anticuerpo monocatenario biespecífico como se define en el presente documento, otros agentes biológicamente 5
activos, dependiendo del uso destinado de la composición. Dichos agentes pueden ser fármacos que actúan sobre 
el aparato digestivo, fármacos que actúan como agentes antineoplásicos, agentes quimioterápicos, agentes 
citostáticos, fármacos que previenen la hiperuricemia, fármacos que inhiben inmunorreacciones (por ejemplo, 
corticoesteroides), fármacos que modulan la respuesta inflamatoria, fármacos que actúan sobre el aparato 
circulatorio y/o agentes tales como citocinas, conocidos en la técnica.10

Preferentemente, el anticuerpo monocatenario biespecífico como se define en el presente documento se formula en 
un tampón, un estabilizante y un tensioactivo. El tampón puede ser un tampón fosfato, citrato, succinato o acetato. El 
estabilizante puede ser (un) aminoácido(s) y/o un azúcar. Los tensioactivos pueden ser detergentes, PEG, o 
similares. Más preferentemente, el anticuerpo monocatenario biespecífico como se define en el presente documento 
se formula en citrato, lisina, trehalosa y Tween 80. Como diluyente para la composición farmacéutica de la invención, 15
es preferente solución salina isotónica y Tween 80.

Como se usa en el presente documento, un “anticuerpo monocatenario biespecífico” indica una única cadena 
polipeptídica que comprende dos dominios de unión. Cada “dominio de unión” como se usa en el presente 
documento comprende una región variable de una cadena pesada de anticuerpo (“región VH”), en la que la región 
VH del primer dominio de unión se une específicamente a dicha primera molécula, es decir, la molécula de CD3 20
humano, y la región VH del segundo dominio de unión se une específicamente al CEA humano, como se define con 
más detalle a continuación. Los dos dominios de unión se unen opcionalmente entre sí por un espaciador 
polipeptídico corto que comprende, en general, del orden de 5 aminoácidos. Cada dominio de unión puede 
comprender adicionalmente una región variable de una cadena ligera de anticuerpo (“región VL”), uniéndose la 
región VH y la región VL dentro de cada uno de los dominios de unión primero y segundo entre sí por medio de un 25
enlazador polipeptídico, por ejemplo del tipo divulgado y reivindicado en el documento EP B1 623679, pero en 
cualquier caso, lo suficientemente largo para permitir que la región VH y la región VL del primer dominio de unión y 
la región VH y la región VL del segundo dominio de unión se emparejen entre sí de modo que, juntas, puedan unirse 
específicamente a las respectivas moléculas primera y segunda. La disposición de las regiones V del dominio de 
unión primero y segundo puede ser VH-VL o VL-VH. Preferentemente, la disposición del primer dominio de unión 30
que se une específicamente a CD3 humano es VH-VL, como se muestra en los siguientes ejemplos. Se prevé que el 
primer dominio de unión pueda estar situado de forma N-terminal o de forma C-terminal en el segundo dominio de 
unión. Por tanto, la disposición de los dominios de unión de los anticuerpos monocatenarios biespecíficos definidos 
en el presente documento puede ser VHCEA-VLCEA-VHCD3-VLCD3, VLCEA-VHCEA-VHCD3-VLCD3, VHCD3-VLCD3-VHCEA-
VLCEA o VHCD3-VLCD3-VLCEA-VHCEA. Preferentemente, dicho primer dominio de unión específico para CD3 está 35
situado de forma C-terminal en el segundo dominio de unión. Más preferentemente, los dominios de unión de los 
anticuerpos monocatenarios biespecíficos definidos en el presente documento están dispuestos en el orden VHCEA-
VLCEA-VHCD3-VLCD3 o VLCEA-VHCEA-VHCD3-VLCD3- Incluso más preferente, la disposición es VLCEA-VHCEA-VHCD3-
VLCD3. Lo más preferente es la construcción de anticuerpo monocatenario biespecífico A240 VL-B9 VHxSEQ ID 25 
NO. 77 VHVL como se define en SEQ ID NO. 34. Se prevé que dichos dominios de unión primero y/o segundo de 40
los anticuerpos monocatenarios biespecíficos definidos en el presente documento puedan ser de origen no humano 
(es decir, derivados de secuencias no humanas). Por ejemplo, dichos dominios de unión primero y/o segundo se 
pueden derivar de anticuerpos monoclonales murinos. Sin embargo, los anticuerpos monocatenarios biespecíficos 
derivados de anticuerpos murinos se pueden reconocer como exógenos, cuando se administran a pacientes 
humanos. Por tanto, dichos dominios de unión primero y/o segundo de los anticuerpos monocatenarios biespecíficos 45
definidos en el presente documento son preferentemente de origen humano (es decir, derivados de secuencias 
humanas). Dichos dominios de unión humanos que se unen específicamente a CEA o CD3 se pueden identificar, 
por ejemplo, por técnicas basadas en presentación en fagos. También se prevé que, por ejemplo, la región VH del 
primer (o segundo) dominio de unión sea una región VH humana, mientras que la correspondiente región VL del 
primer (o segundo) dominio de unión pueda ser de origen no humano. Dichos dominios de unión también se pueden 50
denominar dominios de unión quiméricos. O uno de dichos dominios de unión es de origen no humano, mientras que 
el otro es de origen humano, dando como resultado un anticuerpo monocatenario biespecífico quimérico. Dichos 
dominios de unión primero y/o segundo se pueden modificar adicionalmente para reducir la inmunogenicidad del 
anticuerpo monocatenario biespecífico descrito en el presente documento, cuando se administra a pacientes
humanos. Por ejemplo, al menos uno de dichos dominios de unión primero o segundo de los anticuerpos 55
monocatenarios biespecíficos definidos en el presente documento puede ser humanizado, injertado con CDR, 
quimérico y/o desinmunizado o humano, como se expone con más detalle a continuación. También se prevé que el 
enlazador polipeptídico que une la región VH y VL dentro del dominio de unión primero y/o segundo sea 
desinmunizado. Preferentemente, el enlazador polipeptídico que une la región VH y VL dentro del primer dominio de 
unión desinmunizado (específico para CD3) es un enlazador polipeptídico desinmunizado que tiene la secuencia 60
“GEGTSTGS(G2S)2GGAD” (SEQ ID NO. 141). Además, se prevé que uno o ambos de dichos dominios de unión de 
los anticuerpos monocatenarios biespecíficos definidos en el presente documento lleven las denominadas “marcas” 
que se pueden usar, por ejemplo, para expresión, purificación, detección o enriquecimiento de proteínas, tales como 
marcas Flag, marcas c-myc, marcas GST o marcas His. Por ejemplo, para la marca Flag, el octapéptido hidrófilo 
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usando más ampliamente ahora es DYKDDDDK (Chubet y Brizzard, Biotechniques 20 (1996): 136-141) aunque 
estudios recientes sugieren que un péptido más corto, DYKD, se puede reconocer casi con la misma afinidad por el 
anticuerpo monoclonal M1 (Knappik A, Pluckthun A; Biotechniques 17 (1994):754-761). Las marcas Flag, marcas c-
myc, marcas GST, marcas His o similares pueden estar dispuestas en el extremo N-terminal o bien en el extremo C-
terminal de los anticuerpos monocatenarios biespecíficos tales como, por ejemplo, marca-VHCEA-VLCEA-VHCD3-VLCD35
o VLCEA-VHCEA-VHCD3-VLCD3-marca. Las fuentes para y las propiedades de dichas marcas con propósitos de 
expresión, detección o purificación están bien descritas en la técnica; véase, por ejemplo, Lichty, Protein Expr Purif. 
41 (2005), 98-105.

Como se usa en el presente documento, el término “Fv monocatenario” o “scFv” se refiere a fragmentos de 
anticuerpo que comprenden los dominios VH y VL de un anticuerpo, en el que estos dominios están presentes en 10
una única cadena polipeptídica. Los dominios variables pueden estar dispuestos en el orden VH-VL o VL-VH. En 
general, el polipéptido Fv comprende además un enlazador polipeptídico entre los dominios VH y VL que permite 
que el scFv forme la estructura deseada para la unión a antígeno. Para una revisión de scFv, véase Pluckthun en 
The Pharmacology of Monoclonal Antibodies, vol. 113, Rosenburg y Moore eds. Springer-Verlag, New York, pp. 269-
315 (1994). En un modo de realización específico, la invención se refiere a scFv anti-CEA derivados de los 15
anticuerpos monocatenarios biespecíficos definidos en el presente documento.

De acuerdo con la presente invención, el término "dominio de unión" o "región variable" usado en el contexto con la 
interacción con antígeno derivado de Ig comprende fragmentos y derivados de polipéptidos que al menos 
comprenden una CDR derivada de un anticuerpo, fragmento de anticuerpo o derivado del mismo. Se prevé por la 
invención, que el segundo dominio de unión que se une específicamente a CEA humano del anticuerpo 20
monocatenario biespecífico definido en el presente documento comprenda al menos una CDR, preferentemente una 
CDR-H3, más preferentemente una parte de la CDR-H3 del anticuerpo monoclonal murino A5B7 con la secuencia de 
aminoácidos “FYFDY” (SEQ ID NO. 112) correspondiente a las posiciones de Kabat 100, 100a, 100b, 101, y 102, 
respectivamente, de CDR-H3 del anticuerpo monoclonal murino A5B7; incluso más preferente con la secuencia de 
aminoácidos “DX1X2X3X4FYFDY” (SEQ ID NO. 65), en la que “X1”, “X2”, “X3” o “X4” representa cualquier residuo 25
aminoacídico, y el residuo aminoacídico “D” corresponde a la posición de Kabat 95 de la CDR-H3 del anticuerpo 
monoclonal murino A5B7 y los residuos aminoacídicos “FYFDY” corresponden a las posiciones de Kabat 100, 100a, 
100b, 101, y 102, respectivamente, de la CDR-H3 del anticuerpo monoclonal murino A5B7. Se prevé que “x1” “X2”, 
“X3” o “X4” correspondiente a las posiciones de Kabat 96 (“X1”), 97 (“X2”), 98 (“X3”) y 99 (“X4”), respectivamente, de 
CDR-H3 del anticuerpo monoclonal murino A5B7, representen el residuo aminoacídico “R” (arginina), “G” (glicina), 30
“L” (leucina), “Y” (tirosina), “A” (alanina), “D” (ácido aspártico), “S” (serina), “W” (triptófano), “F” (fenilalanina) o “T” 
(treonina). En el presente documento, se excluye del alcance de la invención que “X1”, “X2”, “X3” y “X4” representen el 
mismo aminoácido, por ejemplo, que “X1”, “X2”, “X3” y “X4” sean todos “F” (fenilalanina). Preferentemente, “X1” 
representa “R” (arginina), “F” (fenilalanina), “M” (metionina), “E” (ácido glutámico), o “T” (treonina); “X2” representa 
“G” (glicina), “Y” (tirosina), “A” (alanina), “D” (ácido aspártico), o “S” (serina); “X3” representa “L” (leucina), “F” 35
(fenilalanina), “M” (metionina), “E” (ácido glutámico), o “T” (treonina); y “X4” representa “R” (arginina), “Y” (tirosina), 
“A” (alanina), “D” (ácido aspártico), o “S” (serina). O lo más preferente, el segundo dominio de unión que se une 
específicamente a CEA humano del anticuerpo monocatenario biespecífico definido en el presente documento 
comprende la CDR-H3 completa de A5B7 con la secuencia de aminoácidos “DRGLRFYFDY” (SEQ ID NO. 66) 
correspondiente a las posiciones de Kabat 95 – 102 de la CDR-H3 de A5B7. Como se muestra en los siguientes 40
ejemplos, la actividad citotóxica frente a células tumorales del anticuerpo monocatenario biespecífico definido en el 
presente documento que comprende dicha secuencia de aminoácidos de CDR-H3 derivada del mAb A5B7 
“DRGLRFYFDY” (SEQ ID NO. 66) en el segundo dominio de unión que interacciona con CEA es resistente al 
antígeno CEA soluble, permitiendo de este modo el tratamiento de pacientes con tumores con concentraciones de 
CEA séricas altas en su plasma. La determinación de las CDR es conocida por el experto en la técnica; véase, por 45
ejemplo, http://www.bioinf.org.Uk/abs/#cdrid. La numeración de las secuencias de aminoácidos en anticuerpos se 
puede llevar a cabo, por ejemplo, de acuerdo con el esquema de numeración de Kabat descrito en la técnica; véase 
por ejemplo, Kabat, E. A., T. T. Wu, H. M. Perry, K. S. Gottesman, y C. Foeller. 1991. Sequences of Proteins of 
Immunological Interest, 5ª ed. Bethesda, Md.: National Center for Biotechnology Information, National Library of 
Medicine.50

Lo más preferentemente y como se documenta en los ejemplos adjuntos, el “anticuerpo monocatenario biespecífico” 
que se va a emplear en la composición farmacéutica de la invención es un Fv monocatenario biespecífico (scFv) con 
un dominio de unión anti-CD3 desinmunizado (documento WO 2005/040220) y un dominio de unión anti-CEA 
humano que comprende al menos la secuencia de aminoácidos “DRGLRFYFDY” correspondiente a las posiciones 
de Kabat 95-102 (SEQ ID NO. 66) de la CDR-H3 del anticuerpo monoclonal murino A5B7. Las moléculas 55
monocatenarias biespecíficas son conocidas en la técnica y se describen, por ejemplo, en el documento WO 
99/54440 o Mack, PNAS, (1995), 92, 7021-7025.

El término “monocatenario” como se usa de acuerdo con la presente invención quiere decir que dichos dominios 
primero y segundo de la construcción monocatenaria biespecífica se unen covalentemente, preferentemente en 
forma de secuencia de aminoácidos colineal codificable por una única molécula de ácido nucleico.60

Como se usa en el presente documento, “humano” se refiere a la especie Homo sapiens. Una molécula “humana”, 
por ejemplo, CEA humano o CD3 humano (CD3 épsilon), es, por lo tanto, la variante de esa molécula tal como se 
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expresa de forma natural en Homo sapiens.

El término “tumor epitelial” como se usa en el presente documento indica un tumor de origen epitelial que es positivo 
para CEA (Cancer Medicine; 6ª ed.; Kufe, Donald W.; Pollock, Raphael E.; Weichselbaum, Ralph R.; Bast, Robert C., 
Jr.; Gansler, Ted S.; Holland, James F.; Frei III, Emil, editors. Hamilton (Canadá): BC Decker Inc. 2003; 
http://www.dkfz.de; http://www.krebsinformationsdienst.de/Krebsarten/index.html). El tumor epitelial que se va a tratar 5
puede ser un adenocarcinoma gastrointestinal, un adenocarcinoma de mama o un adenocarcinoma pulmonar. Dicho 
adenocarcinoma gastrointestinal es preferentemente un adenocarcinoma colorrectal, pancreático, esofágico o 
gástrico. Como se ha expuesto en el presente documento, la composición farmacéutica de la invención es 
particularmente ventajosa para el tratamiento de pacientes con tumores progresivos, metástasis, cáncer recidivante, 
tumores epiteliales en estadio tardío, carga/masa de tumor epitelial alta, o pacientes con tumores con una 10
concentración sérica de CEA mayor de 100 ng/ml (como se determina, por ejemplo, por ELISA), caracterizada por 
niveles altos de antígeno CEA soluble en el plasma de los pacientes con tumores. También está dentro del alcance 
de la invención que dicha composición farmacéutica se use después de la extirpación quirúrgica del tumor primario. 
Por ejemplo, las células tumorales residuales diseminadas derivadas de un tumor epitelial que produce CEA también 
liberan CEA en sus microentornos. Por tanto, en los alrededores de estas células tumorales, el nivel de CEA soluble 15
también es alto. En consecuencia, la resistencia a CEA soluble de la actividad citotóxica de las composiciones 
farmacéuticas de la invención también es ventajosa para el tratamiento de la enfermedad residual mínima. Se prevé 
que dichas composiciones farmacéuticas se puedan administrar en un período en el que los niveles de CEA séricos 
disminuyan (debido a la retirada de la fuente de CEA, es decir, el tumor primario) para destruir las células tumorales 
restantes. Las composiciones farmacéuticas también pueden ser útiles después de la retirada del tumor primario, en 20
el caso en el que los niveles de CEA séricos se incrementen debido a la formación de metástasis o tumores 
secundarios. La concentración sérica de CEA se puede determinar, por ejemplo, por ensayos ELISA de CEA (véase, 
por ejemplo, IBL CEA EIA, IBL Hamburg, Alemania). Como se ha expuesto anteriormente, en muchos enfoques 
terapéuticos basados en anticuerpos, dicho CEA sérico inhibe la unión del anticuerpo a CEA unido a membrana en 
las células tumorales y bloquea la actividad del anticuerpo, empeorando de este modo el éxito del tratamiento 25
antitumoral.

Como se usa en el presente documento, el término “se une específicamente” o expresiones relacionadas tales como 
“que se une específicamente” o “reactividad específica con/para” etc. se refiere a la capacidad de los dominios de 
unión primero y/o segundo del anticuerpo monocatenario biespecífico como se define en el presente documento 
para discriminar entre la respectiva molécula primera y/o segunda hasta un grado tal que, de un grupo de una 30
pluralidad de diferentes moléculas como compañeros de unión potenciales, sólo dicha respectiva molécula primera 
y/o segunda se, o se une significativamente. Dichas medidas de unión se pueden realizar de forma rutinaria, por 
ejemplo, en un aparato Biacore, por ELISA, análisis FACS o similares. Más específicamente, el primer dominio de 
unión del anticuerpo monocatenario biespecífico como se define en el presente documento se une a CD3 humano, 
preferentemente CD3 épsilon humano. El segundo dominio de unión de los anticuerpos monocatenarios 35
biespecíficos como se define en el presente documento se une a un antígeno de tumor epitelial, es decir, CEA 
humano (antígeno carcinoembrionario, molécula de adhesión celular relacionada con el antígeno carcinoembrionario 
5; CEACAM5; CD66e), como se expone a continuación. El término “que se une específicamente” quiere decir de 
acuerdo con la presente invención que la molécula de anticuerpo monocatenario biespecífico puede específicamente 
interactuar con y/o unirse a al menos dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho o incluso más aminoácidos de cada 40
una de la molécula diana humana como se define en el presente documento. Dicho término se refiere a la 
especificidad de la molécula de anticuerpo, es decir, a su capacidad para discriminar entre las regiones específicas 
de la molécula diana humana como se define en el presente documento. La interacción específica del sitio de 
interacción con antígeno con su antígeno específico puede dar como resultado un inicio de una señal, por ejemplo, 
debido a la inducción de un cambio de la conformación del antígeno, un oligomerización del antígeno, etc. Además, 45
dicha unión se puede ejemplificar por la especificidad de un “principio llave/cerradura”. Por tanto, los motivos 
específicos en la secuencia de aminoácidos del sitio de interacción con antígeno y del antígeno se unen entre sí 
como resultado de su estructura primaria, secundaria o terciaria, así como resultado de modificaciones secundarias 
de dicha estructura. La interacción específica del sitio de interacción con antígeno con su antígeno específico puede 
dar como resultado también una unión de dicho sitio al antígeno.50

La “unión específica” de un anticuerpo se caracteriza principalmente por dos parámetros: un parámetro cualitativo (el 
epítopo de unión, o donde se une el anticuerpo) y un parámetro cuantitativo (la afinidad de unión, o con qué fuerza
se une donde lo hace). Se puede determinar de forma ventajosa el epítopo que se une, por ejemplo, por 
metodología FACS conocida, identificación genética de posiciones peptídicas, espectroscopía de masas o ELISA 
peptídico. La fuerza de unión del anticuerpo a un epítopo particular se puede determinar ventajosamente, por 55
ejemplo, por metodologías Biacore y/o ELISA conocidas. Una combinación de dichas técnicas permite el cálculo de 
una proporción de señal:ruido como medida representativa de la especificidad de unión. En una proporción de 
señal:ruido de este tipo, la señal representa la fuerza de unión del anticuerpo al epítopo de interés, mientras que el 
ruido representa la fuerza de unión del anticuerpo a otros epítopos, no relacionados, que difieren el epítopo de 
interés. Preferentemente, una proporción de señal:ruido para un epítopo de interés que es aproximadamente 50 60
veces mayor que para otros epítopos diferentes del epítopo de interés se puede tomar como indicativo de que el 
anticuerpo evaluado se une al epítopo de interés de manera específica, es decir, es un “enlazador específico”.

El término “unión específica” o “interacción específica” como se usa de acuerdo con la presente invención quiere 
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decir que la construcción monocatenaria biespecífica no o esencialmente no reacciona de forma cruzada con 
polipéptidos de estructuras similares. La reactividad cruzada de un panel de construcción monocatenaria 
biespecífica en investigación se puede someter a prueba, por ejemplo, evaluando la unión de dicho panel de 
construcción monocatenaria biespecífica en condiciones convencionales (véase, por ejemplo, Harlow y Lane, 
Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1988 and Using Antibodies: A Laboratory 5
Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1999) al polipéptido de interés así como a varios polipéptidos más o 
menos (de forma estructural y/o funcional) estrechamente relacionados. Por ejemplo, está dentro del alcance de la 
invención que el primer dominio de unión del anticuerpo monocatenario biespecífico de la invención se une al CEA 
humano (antígeno carcinoembrionario; CEACAM5; CEA; CD66e) es decir, tanto a un antígeno CEA soluble como al 
CEA unido a membrana, mientras que los anticuerpos biespecíficos que se unen a otros miembros de la familia de 10
CEA, tales como glucoproteína biliar (CEACAM1; BGP1; TM-CEA; CD66a), están excluidos de dicho alcance.

Los ejemplos para la interacción específica de un sitio de interacción con antígeno con un antígeno específico 
comprenden la especificidad de un ligando por su receptor. Dicha definición comprende en particular la interacción 
de ligandos que inducen una señal tras la unión a su receptor específico. Los ejemplos para los correspondientes 
ligandos comprenden citocinas que interaccionan/se unen con/a sus receptores de citocinas específicos. También 15
está comprendida particularmente por dicha definición la unión de un sitio de interacción con antígeno a antígenos 
como los antígenos de la familia de selectina, integrinas y de la familia de factores de crecimiento como EGF. Otro 
ejemplo de dicha interacción, que también está comprendida particularmente por dicha definición, es la interacción 
de un determinante antigénico (epítopo) con el sitio de unión antigénico de un anticuerpo.

El término “que se une a/que interacciona con” también se puede referir a un epítopo conformacional, un epítopo 20
estructural o un epítopo discontinuo que consiste en dos regiones de las moléculas diana humanas o partes de las 
mismas. En el contexto de la presente invención, un epítopo conformacional se define por dos o más secuencias de 
aminoácidos discretas separadas en la secuencia primaria que se unen sobre la superficie de la molécula cuando el 
polipéptido se pliega a la proteína natural (Sela, (1969) Science 166, 1365 y Laver, (1990) Cell 61, 553-6).

El término “epítopo discontinuo” quiere decir en el contexto de la invención epítopos no lineales que se ensamblan a 25
partir de residuos de porciones distantes de la cadena polipeptídica. Estos residuos se unen sobre la superficie de la 
molécula cuando la cadena polipeptídica se pliega en una estructura tridimensional para constituir un epítopo
conformacional/estructural.

“CD3” como se usa en el presente documento indica un antígeno que se expresa en linfocitos T como parte del 
complejo de receptor de linfocitos T multimolecular y que consiste en al menos cinco cadenas diferentes, CD3-30
gamma, -delta, -épsilon, -zeta, y -eta. El agrupamiento de CD3 en linfocitos T, por ejemplo, por anticuerpos anti-CD3 
inmovilizados, da lugar a la activación de linfocitos T similar al acoplamiento del receptor de linfocitos T pero 
independiente de su especificidad típica de clon. En realidad, la mayoría de los anticuerpos anti-CD3 reconocen la 
cadena CD3 épsilon. La secuencia de aminoácidos de CD3 épsilon humano está representada en el número de 
acceso GenBank NM_000733 y comprende la SEQ ID NO. 111.35

“CEA” indica el antígeno carcinoembrionario (molécula de adhesión celular relacionada con antígeno 
carcinoembrionario 5; CEACAM5; CEA; CD66e), un antígeno expresado en un gran número de tumores de origen 
epitelial (Hammarström, Sem. Cancer Biol. 9 (1999), 67-81; Shively y Beatty CRC Crit. Rev. Oncol. Hematol. 2 
(1985), 355-399). La secuencia de aminoácidos de CEA humano está representada en el número de acceso 
GenBank NM_004363 y comprende la SEQ ID NO. 76.40

En la presente invención, se ha descubierto sorprendentemente que es posible generar una opción terapéutica 
basada en anticuerpos con especificidad por CD3 humano y CEA humano, en la que la actividad citotóxica dirigida 
contra células tumorales es resistente incluso a concentraciones altas de antígeno CEA soluble. Este hallazgo es 
totalmente inesperado en vista del hecho de que los anticuerpos monocatenarios biespecíficos de la invención se 
unen al antígeno CEA soluble. Por ejemplo, cuando se han generado construcciones de anticuerpos monocatenarios 45
biespecíficos derivadas de anticuerpos monoclonales T84.66 o MFE-23, estos anticuerpos fueron altamente 
sensibles al antígeno CEA soluble, es decir, su actividad citotóxica se ha bloqueado en presencia del antígeno CEA 
soluble. La inhibición de la actividad citotóxica de dichas construcciones por CEA soluble tampoco se pudo superar 
por el incremento en las cantidades de anticuerpo. También se ha descubierto que estas construcciones se pueden 
unir al CEA soluble. En vista de esto, se concluyó que el antígeno CEA soluble evita que el anticuerpo ejerza su 50
actividad citotóxica. Por el contrario, los anticuerpos monocatenarios biespecíficos como se definen en el presente 
documento son totalmente resistentes a la presencia incluso de niveles altos de CEA soluble en su actividad 
citotóxica hacia células tumorales. Además, debido a su actividad citotóxica alta, dichas construcciones biespecíficas 
como se define en el presente documento provocan su actividad biológica incluso a concentraciones bajas. Por 
consiguiente, son suficientes cantidades bajas de composiciones farmacéuticas que comprenden los anticuerpos 55
monocatenarios biespecíficos como se define en el presente documento para lograr un efecto terapéutico en 
pacientes con tumores epiteliales caracterizado por concentraciones de CEA soluble altas en su suero/plasma. Las 
concentraciones de CEA soluble altas en el suero/plasma de pacientes con tumores epiteliales son características 
para tumores progresivos, recidivantes, metastásicos o en estadio tardío y para pacientes con cargaalta. Incluso más 
sorprendente, se ha descubierto que la secuencia de aminoácidos “DRGLRFYFDY” (SEQ ID NO. 66) 60
correspondiente a las posiciones de Kabat 95 - 102 de la CDR-H3 del anticuerpo monoclonal murino A5B7 es 
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suficiente para mediar en la resistencia a antígeno CEA soluble cuando se usa en un dominio de unión a CEA 
humano (es decir, dominios de unión humanos que se unen específicamente a CEA humano) de anticuerpos 
monocatenarios biespecíficos anti-CEAxanti-CD3. Debido a su origen humano, dichas construcciones son poco o no 
inmunógenas cuando se administran a pacientes humanos con tumores. En resumen, las composiciones 
farmacéuticas que comprenden los anticuerpos monocatenarios biespecíficos como se define en el presente 5
documento son particularmente útiles para el tratamiento de pacientes con tumores epiteliales con concentraciones 
de CEA soluble altas en su plasma, como se observa, por ejemplo, durante la progresión tumoral, para cáncer 
recidivante, para metástasis, para pacientes con carga/masa tumoral alta o tumores en estadio tardío.

En otro modo de realización preferente de la composición farmacéutica de la invención, dicho primer dominio de 
unión específico para CD3 de los anticuerpos monocatenarios biespecíficos definidos en el presente documento se 10
sitúa de forma C-terminal al segundo dominio de unión.

Dentro del alcance de la invención y todos modos de realización de la misma, el orden de disposición de los 
dominios de unión primero y segundo en la única cadena polipeptídica, es decir, dentro del anticuerpo 
monocatenario biespecífico definido en el presente documento, es relevante. Se prevé que la disposición de los 
dominios de unión de los anticuerpos monocatenarios biespecíficos definidos en el presente documento pueda ser 15
VHCEA-VLCEA-VHCD3-VLCD3-, VLCEA-VHCEA-VHCD3-VLCD3, VHCD3-VLCD3-VHCEA-VLCEA o VHCD3-VLCD3-VLCEA-VHCEA. 
Como se muestra en los siguientes ejemplos, las ventajas como se describe anteriormente en el presente 
documento son particularmente realizables cuando el primer dominio de unión (que se une específicamente a CD3) 
se sitúa de forma C-terminal al segundo dominio de unión, es decir, más cerca del extremo C-terminal del anticuerpo 
monocatenario biespecífico que el segundo dominio de unión. Es preferente que el primer dominio de unión que se 20
une específicamente a CD3 humano esté dispuesto en la orientación VH-VL. Por ejemplo, los dominios de unión de 
los anticuerpos monocatenarios biespecíficos definidos en el presente documento pueden estar dispuestos en el 
orden VHCEA-VLCEA-VHCD3-VLCD3 o VLCEA-VHCEA-VHCD3-VLCD3. Como se usa en el presente documento, “de forma N-
terminal a” o “de forma C-terminal a” y variantes gramaticales del mismo indican una ubicación relativa dentro de la 
secuencia de aminoácidos primaria en lugar de la disposición en el extremo N- o C-terminal absoluto del anticuerpo 25
monocatenario biespecífico. Por consiguiente, como ejemplo no limitante, un primer dominio de unión que está 
“situado de forma C-terminal al segundo dominio de unión” simplemente indica que el primer dominio de unión está 
situado en el lado carboxilo del segundo dominio de unión dentro del anticuerpo monocatenario biespecífico, y no 
excluye la posibilidad de que una secuencia adicional, por ejemplo una marca como se expone anteriormente, u otro 
compuesto proteináceo o no proteináceo tal como un radioisótopo, esté situado en el extremo C-terminal final del 30
anticuerpo monocatenario biespecífico.

Preferentemente, dichos dominios de unión de los anticuerpos monocatenarios biespecíficos definidos en el 
presente documento están dispuestos en el orden VHCEA-VLCEA-VHCD3-VLCD3 o VLCEA-VHCEA-VHCD3-VLCD3. Incluso 
más preferente, la disposición es VLCEA-VHCEA-VHCD3-VLCD3. Lo más preferente es la construcción de anticuerpo 
monocatenario biespecífico A240 VL-B9 VHxSEQ ID NO. 77 VHVL como se define en SEQ ID NO. 34.35

Es preferente que el segundo dominio de unión que se une específicamente a CEA humano del anticuerpo 
monocatenario biespecífico definido en el presente documento comprenda al menos una CDR, preferentemente una 
CDR-H3, más preferentemente una parte de la CDR-H3 del anticuerpo monoclonal murino A5B7 con la secuencia de 
aminoácidos “FYFDY” (SEQ ID NO. 112) correspondiente a las posiciones de Kabat 100, 100a, 100b, 101, y 102, 
respectivamente, de CDR-H3 del anticuerpo monoclonal murino A5B7; incluso más preferente con la secuencia de 40
aminoácidos “DX1X2X3X4FYFDY” (SEQ ID NO. 65), en la que “X1”, “X2”, “X3” o “X4” representa cualquier residuo 
aminoacídico, y el residuo aminoacídico “D” corresponde a la posición de Kabat 95 de la CDR-H3 del anticuerpo 
monoclonal murino A5B7 y los residuos aminoacídicos “FYFDY” corresponden a las posiciones de Kabat 100, 100a, 
100b, 101, y 102, respectivamente, de la CDR-H3 del anticuerpo monoclonal murino A5B7. En el presente 
documento, “X1”, “X2”, “X3” y “X4” corresponden a posiciones de Kabat 96 (“X1”), 97 (“X2”), 98 (“X3”) y 99 5 (“X4”), 45
respectivamente, de CDR-H3 del anticuerpo monoclonal murino A5B7. Se prevé que “X1”, “X2”, “X3” o “X4” 
representen un residuo aminoacídico “R” (arginina), “G” (glicina), “L” (leucina), “Y” (tirosina), “A” (alanina), “D” (ácido 
aspártico), “S” (serina), “W” (triptófano), “F” (fenilalanina) o “T” (treonina). En el presente documento, se excluye del 
alcance de las reivindicaciones de la invención que “X1”, “X2”, “X3” y “X4” representen el mismo aminoácido, por 
ejemplo, que “X1”, “X2”, “X3” y “X4” sean todos “F” (fenilalanina). Preferentemente, “X1” representa “R” (arginina), “F” 50
(fenilalanina), “M” (metionina), “E” (ácido glutámico), o “T” (treonina); “X2” representa “G” (glicina), “Y” (tirosina), “A” 
(alanina), “D” (ácido aspártico), o “S” (serina); “X3” representa “L” (leucina), “F” (fenilalanina), “M” (metionina), “E” 
(ácido glutámico), o “T” (treonina); y “X4” representa “R” (arginina), “Y” (tirosina), “A” (alanina), “D” (ácido aspártico), o 
“S” (serina). Incluso más preferente, el segundo dominio de unión específico para CEA humano comprende al 
menos la secuencia de aminoácidos “RFYFDY” (SEQ ID NO. 113), “LRFYFDY” (SEQ ID NO. 114), “GLRFYFDY” 55
(SEQ ID NO. 115), o “RGLRFYFDY” (SEQ ID NO. 116) de CDR-H3 del anticuerpo monoclonal A5B7. Lo más 
preferente es el CDR-H3 completo de A5B7 con la secuencia de aminoácidos “DRGLRFYFDY” (SEQ ID NO. 66) 
correspondiente a las posiciones de Kabat 95 (“D”, ácido aspártico), 96 (“R”; arginina), 97 (“G”; glicina), 98 (“L”; 
leucina), 99 (“R”; arginina), 100 (“F”; fenilalanina), 100a (“Y”; tirosina), 100b (“F”; fenilalanina), 101 (“D”; ácido 
aspártico), y 102 (“Y”; tirosina), respectivamente. La numeración de acuerdo con el sistema de Kabat se expone, por 60
ejemplo, en Kabat, E. A., T. T. Wu, H. M. Perry, K. S. Gottesman, y C. Foeller. 1991. Sequences of Proteins of 
Immunological Interest, 5ª ed. Bethesda, Md.: National Center for Biotechnology Information, National Library of 
Medicine.
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Como se muestra en los siguientes ejemplos, la actividad citotóxica frente a células tumorales del anticuerpo 
monocatenario biespecífico definido en el presente documento que comprende dicha secuencia de aminoácidos de 
CDR-H3 derivada del mAb A5B7 “DRGLRFYFDY” (SEQ ID NO. 66) en el segundo dominio de unión que 
interacciona con CEA es resistente al antígeno CEA soluble, permitiendo de este modo el tratamiento de pacientes 
con tumores con concentraciones de CEA séricas altas en su plasma.5

Puede ser deseable modificar adicionalmente esta secuencia de aminoácidos de CDR-H3 “DRGLRFYFDY” derivada 
de A5B7, por ejemplo, para mejorar la afinidad por el antígeno diana CEA (en las células tumorales epiteliales) y/o 
para optimizar la “especificidad fina” del anticuerpo monocatenario biespecífico como se define en el presente 
documento. Para este fin, en la secuencia de aminoácidos “DX1X2X3X4FYFDY” (SEQ ID NO. 65)”, varios residuos 
aminoacídicos se pueden someter a prueba en las posiciones “X1”, “X2”, “X3” y/o “X4” (correspondientes a las 10
posiciones de Kabat 96 (“X1”), 97 (“X2”), 98 (“X3”) y 99 (“X4”), respectivamente, de CDR-H3 del anticuerpo 
monoclonal murino A5B7) para identificar una CDR-H3 modificada con una mejora en la afinidad y/o especificidad 
fina. Por ejemplo, “X1, “X2”, “X3” o “X4” puede representar un residuo aminoacídico “R” (arginina), “G” (glicina), “L” 
(leucina), “Y” (tirosina), “A” (alanina), “D” (ácido aspártico), “S” (serina), “W” (triptófano), “F” (fenilalanina) o “T” 
(treonina). En el presente documento, una, dos, tres o todas las cuatro de las posiciones “X” indicadas se pueden 15
intercambiar en comparación con la secuencia de aminoácidos “RGLR” original en las posiciones de Kabat 96 a 99 
en la secuencia de aminoácidos de CDR-H3 “DRGLRFYFDY” (SEQ ID NO. 66). Sin embargo, se excluye del 
alcance de las reivindicaciones de la invención que “X1”, “X2”, “X3” y “X4” representen el mismo aminoácido, por 
ejemplo, que “X1”, “X2”, “X3” y “X4” sean todos “F” (fenilalanina). La modificación mencionada anteriormente de la 
secuencia de aminoácidos de CDR-H3 “DRGLRFYFDY” derivada de A5B7 se puede lograr por procedimientos 20
conocidos en la técnica, tales como PCR usando cebadores aleatorizados, lo que permite la generación de 
anticuerpos monocatenarios biespecíficos con dichas regiones CDR-H3, modificadas en el dominio de unión a CEA. 
La afinidad o especificidad fina de estos anticuerpos monocatenarios biespecíficos modificados se puede someter a 
prueba por procedimientos descritos en la técnica, por ejemplo, por ELISA, Biacore o análisis FACS. La resistencia a 
antígeno CEA soluble de un anticuerpo monocatenario biespecífico con una CDR-H3 modificada de este tipo se 25
puede someter a prueba en ensayos de citotoxicidad en presencia de un incremento en las cantidades de CEA 
soluble, como se describe en los siguientes ejemplos.

Más preferentemente, dicho segundo dominio de unión específico para CEA humano de los anticuerpos 
monocatenarios biespecíficos definidos en el presente documento comprende SEQ ID NO. 65 o 66 y/o una CDR-H1 
que tiene la secuencia de aminoácidos “SYWMH” (SEQ ID NO. 68) y/o una CDR-H2 que tiene la secuencia de 30
aminoácidos “FIRNKANGGTTEYAASVKG” (SEQ ID NO. 67) o “FILNKANGGTTEYAASVKG” (SEQ ID NO. 145). Por 
tanto, dicho segundo dominio de unión específico para CEA humano de los anticuerpos monocatenarios 
biespecíficos definidos en el presente documento puede comprender una, dos o tres regiones CDR-H como se 
define anteriormente. De manera alternativa, dicho segundo dominio de unión específico para CEA humano de los 
anticuerpos monocatenarios biespecíficos definidos en el presente documento comprende SEQ ID NO. 65 o 66 y/o 35
una CDR-H1 que tiene la secuencia de aminoácidos “TYAMH” (SEQ ID NO. 70) y/o una CDR-H2 que tiene la 
secuencia de aminoácidos “LISNDGSNKYYADSVKG” (SEQ ID NO. 569).

Por tanto, de manera alternativa, dicho segundo dominio de unión específico para CEA humano de los anticuerpos 
monocatenarios biespecíficos definidos en el presente documento puede comprender una, dos o tres regiones CDR-
H como se define anteriormente. Incluso más preferente, dicho segundo dominio de unión específico para CEA 40
humano de los anticuerpos monocatenarios biespecíficos definidos en el presente documento además de la una, 
dos o tres regiones CDR-H como se representa anteriormente comprende una CDR-L1 que tiene la secuencia de 
aminoácidos “TLRRGINVGAYSIY” (SEQ ID NO. 73) y/o una CDR-L2 que tiene la secuencia de aminoácidos 
“YKSDSDKQQGS” (SEQ ID NO. 72) y/o una CDR-L3 que tiene la secuencia de aminoácidos “MIWHSGASAV” (SEQ 
ID NO. 71).45

La secuencia de aminoácidos de la región VH del segundo dominio de unión específico para CEA humano de los 
anticuerpos monocatenarios biespecíficos definidos en el presente documento es preferentemente la SEQ ID NO. 60 
que comprende “DRGLRFYFDY” (SEQ ID NO. 66) correspondiente a las posiciones de Kabat 95 – 102 de la CDR-
H3 del anticuerpo monoclonal murino A5B7 y una CDR-H1 que tiene la secuencia de aminoácidos “SYWMH” (SEQ 
ID NO. 68) y una CDR-H2 que tiene la secuencia de aminoácidos “FIRNKANGGTTEYAASVKG” (SEQ ID NO. 67).50

La secuencia de aminoácidos de la región VH del segundo dominio de unión específico para CEA humano de los 
anticuerpos monocatenarios biespecíficos definidos en el presente documento es preferentemente la SEQ ID NO. 
146 que comprende “DRGLRFYFDY” (SEQ ID NO. 66) correspondiente a las posiciones de Kabat 95 – 102 de la 
CDR-H3 del anticuerpo monoclonal murino A5B7 y una CDR-H1 que tiene la secuencia de aminoácidos “SYWMH” 
(SEQ ID NO. 68) y una CDR-H2 que tiene la secuencia de aminoácidos “FILNKANGGTTEYAASVKG” (SEQ ID NO. 55
145).

La secuencia de aminoácidos de la región VH del segundo dominio de unión específico para CEA humano de los 
anticuerpos monocatenarios biespecíficos definidos en el presente documento es preferentemente la SEQ ID NO. 58 
o SEQ ID NO. 62 que comprende “DRGLRFYFDY” (SEQ ID NO. 66) correspondiente a las posiciones de Kabat 95 –
102 de la CDR-H3 del anticuerpo monoclonal murino A5B7 y una CDR-H1 que tiene la secuencia de aminoácidos 60
“TYAMH” (SEQ ID NO. 70) y una CDR-H2 que tiene la secuencia de aminoácidos “LISNDGSNKYYADSVKG” (SEQ 
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ID NO. 69).

La región VL del segundo dominio de unión específico para CEA humano de los anticuerpos monocatenarios 
biespecíficos definidos en el presente documento es preferentemente la SEQ ID NO. 64 que comprende una CDR-
L1 que tiene la secuencia de aminoácidos “TLRRGINVGAYSIY” (SEQ ID NO. 73) y una CDR-L2 que tiene la 
secuencia de aminoácidos “YKSDSDKQQGS” (SEQ ID NO. 72) y una CDR-L3 que tiene la secuencia de 5
aminoácidos “MIWHSGASAV” (SEQ ID NO. 71).

Como se ha expuesto anteriormente, el orden o la disposición de las regiones variables del segundo dominio de 
unión que se une específicamente a CEA puede ser VH-VL o VL-VH. Ambas disposiciones están dentro del alcance 
de la invención. Para un segundo dominio de unión que comprende la VH de SEQ ID NO. 60 y la VL de SEQ ID NO. 
64, la disposición VH-VL se muestra en la SEQ ID NO. 52, mientras que la disposición VL-VH se representa en la 10
SEQ ID NO. 122. Para un segundo dominio de unión que comprende la VH de SEQ ID NO. 146 y la VL de SEQ ID 
NO. 64, la disposición VH-VL se muestra en la SEQ ID NO. 147.

Para un segundo dominio de unión que comprende la VH de SEQ ID NO. 58 y la VL de SEQ ID NO. 64, la 
disposición VH-VL se muestra en la SEQ ID NO 50, mientras que la disposición VL-VH se muestra en la SEQ ID NO. 
120. Para un segundo dominio de unión que comprende la VH de SEQ ID NO. 62 y la VL de SEQ ID NO. 64, la 15
disposición VH-VL se muestra en la SEQ ID NO. 54, mientras que la disposición VL-VH se representa en la SEQ ID 
NO. 124. Para un segundo dominio de unión que comprende la VH de SEQ ID NO. 56 y la VL de SEQ ID NO. 64, la 
disposición VH-VL se muestra en la SEQ ID NO. 48, mientras que la disposición VL-VH se representa en la SEQ ID 
NO. 118.

Incluso más preferente, las regiones V del segundo dominio de unión específico para CEA de los anticuerpos 20
monocatenarios biespecíficos definidos en el presente documento se seleccionan del grupo que consiste en:

(a) la región VH consiste en la secuencia de aminoácidos mostrada en la SEQ ID NO. 60 y la región VL consiste en 
la secuencia de aminoácidos mostrada en la SEQ ID NO. 64;

(b) la región VH consiste en la secuencia de aminoácidos mostrada en la SEQ ID NO. 146 y la región VL consiste en 
la secuencia de aminoácidos mostrada en la SEQ ID NO. 64;25

(c) la región VH consiste en la secuencia de aminoácidos mostrada en la SEQ ID NO. 58 y la región VL consiste en 
la secuencia de aminoácidos mostrada en la SEQ ID NO. 64;

(d) la región VH consiste en la secuencia de aminoácidos mostrada en la SEQ ID NO. 62 y la región VL consiste en 
la secuencia de aminoácidos mostrada en la SEQ ID NO. 64; y

(e) la región VH consiste en la secuencia de aminoácidos mostrada en la SEQ ID NO. 56 y la región VL consiste en 30
la secuencia de aminoácidos mostrada en la SEQ ID NO. 64.

Lo más preferente, dicho anticuerpo monocatenario biespecífico comprende una secuencia de aminoácidos 
seleccionada del grupo que consiste en:

(a) una secuencia de aminoácidos como se representa en cualquiera de las SEQ ID NO. 6, 8, 16, 18, 24, 26, 32, 34, 
40, 42, 126, 130, 134 o 143;35

(b) una secuencia de aminoácidos codificada por una secuencia de ácido nucleico como se muestra en las SEQ ID 
NO. 5, 7, 15, 17, 23, 25, 31, 33, 39, 41, 125, 129, 133 o 142; y

(c) una secuencia de aminoácidos codificada por una secuencia de ácido nucleico que se degenera como resultado 
del código genético a una secuencia de nucleótidos de (b).

En otro modo de realización preferente de la composición farmacéutica de la invención, dicho tumor epitelial que se 40
va a tratar es un adenocarcinoma gastrointestinal, un adenocarcinoma de mama o un adenocarcinoma pulmonar. 
Dicho adenocarcinoma gastrointestinal es preferentemente un adenocarcinoma colorrectal, pancreático, esofágico o 
gástrico.

Más preferentemente, dicha composición farmacéutica de la invención es para el tratamiento de tumores 
progresivos, tumores en estadio tardío, pacientes con tumores con carga/masa tumoral alta, tumores metastásicos, o 45
pacientes con tumores con una concentración sérica de CEA mayor de 100 ng/ml. Dicha concentración sérica de 
CEA se puede determinar, por ejemplo, por ELISA.

En otro modo de realización preferente de la composición farmacéutica de la invención, al menos uno de dichos 
dominios de unión primero o segundo de los anticuerpos monocatenarios biespecíficos definidos en el presente 
documento es quimérico, humanizado, injertado con CDR, y/o desinmunizado o humano.50

El término “quimérico” como se usa en el presente documento se ha definido anteriormente. El término dominio de 
unión “humano”, por ejemplo, un dominio de unión humano que se une específicamente a CEA humano como se 
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usa en el presente documento se debe entender que quiere decir que el anticuerpo monocatenario biespecífico 
como se define en el presente documento comprende (una) secuencia(s) de aminoácidos contenida(s) en el 
repertorio de anticuerpos de la línea germinal humana o repertorio de anticuerpos que tiene al menos la secuencia 
de aminoácidos “FYFDY” correspondiente a las posiciones de Kabat 100, 100a, 100b, 101, y 102 (SEQ ID NO. 112) 
de la CDR-H3 del anticuerpo monoclonal murino A5B7 o una CDR-H3 derivada de A5B7 como se define 5
anteriormente. Un anticuerpo monocatenario biespecífico como se define en el presente documento se puede 
considerar humano si consiste en (una) secuencia(s) que se desvía(n) de su(s) secuencia(s) de línea germinal 
humana más próxima(s) no más de lo que se podría esperar debido al sello de hipermutación somática. 
Adicionalmente, los anticuerpos de muchos mamíferos no humanos, por ejemplo, roedores tales como ratones y 
ratas, comprenden secuencias de aminoácidos de CDR3 de VH que se puede esperar que existan en el repertorio 10
de anticuerpos humanos expresados, además. Cualquiera de dicha(s) secuencia(s) de origen humano o no humano 
que se puede esperar que exista en el repertorio humano expresado también se podría considerar "humana" para 
los propósitos de la presente invención.

Como se usa en el presente documento, el término “humanizado”, “humanización” o “como humano” se usan de 
manera intercambiable para referirse a un anticuerpo monocatenario biespecífico que comprende en al menos uno 15
de sus dominios de unión al menos una región determinante de la complementariedad (“CDR”) de un anticuerpo no 
humano o fragmento del mismo. Los enfoques de humanización se describen, por ejemplo, en los documentos WO 
91/09968 y US 6.407.213. Como ejemplos no limitantes, el término engloba el caso en el que una región variable de 
al menos un dominio de unión comprende una única región CDR, por ejemplo, la tercera región CDR del VH, de otro 
animal no humano, por ejemplo, un roedor, así como el caso en el que una o ambas regiones variables comprenden 20
en cada una de sus respectivas CDR primera, segunda y tercera, las CDR de dicho animal no humano. En el caso
en el que todas las CDR de un dominio de unión del anticuerpo monocatenario biespecífico se hayan reemplazado 
por sus correspondientes equivalentes de, por ejemplo, un roedor, se habla típicamente de “injerto con CDR”, y este 
término se debe entender que está englobado por el término “humanizado” o variantes gramáticamente relacionadas 
con el mismo como se usa en el presente documento. El término “humanizado” o variantes gramáticamente 25
relacionadas con el mismo también engloba casos en los que, además del reemplazo de una o más regiones CDR 
dentro de un VH y/o VL del dominio de unión primero y/o segundo se ha(n) efectuado otra(s) mutación/mutaciones 
(por ejemplo, sustituciones) de al menos un residuo(s) aminoacídico(s) individual(es) dentro de las regiones 
estructurales (“FR”) entre las CDR de modo que los aminoácidos en esa(s) posición/posiciones corresponde(n) al/a 
los aminoácido(s) en esa(s) posición/posiciones en el animal a partir de que se derivan las regiones CDR usadas 30
para el reemplazo. Como es conocido en la técnica, dichas mutaciones individuales se realizan a menudo en las 
regiones estructurales después de in injerto con CDR para restablecer la afinidad de unión original del anticuerpo no 
humano usado como dador de CDR para su molécula diana. El término “humanizado” pueden englobar 
adicionalmente una sustitución/sustituciones de aminoácidos en las regiones CDR de un animal no humano al/a los 
aminoácido(s) de una región CDR correspondiente de un anticuerpo humano, además de las sustituciones de 35
aminoácidos en las regiones estructurales como se describe anteriormente.

Como se usa en el presente documento, el término “desinmunizado” o “desinmunización” indica la modificación del 
dominio de unión primero y/o segundo con respecto a una construcción natural original haciendo dicha construcción 
natural no inmunógena o menos inmunógena en seres humanos. Los enfoques de desinmunización se muestran, 
por ejemplo, en los documentos WO 00/34317, WO 98/52976, WO 02/079415 o WO 92/10755. El término 40
“desinmunizado” también se refiere a construcciones, que muestran una reducción en la propensión a generar 
epítopos de linfocitos T. De acuerdo con la presente invención, el término “reducción en la propensión a generar 
epítopos de linfocitos T” se refiere a la retirada de epítopos de linfocitos T que da lugar a la activación de linfocitos T 
específica. Además, “reducción en la propensión a generar epítopos de linfocitos T” quiere decir sustitución de 
aminoácidos que contribuyen a la formación de epítopos de linfocitos T, es decir, sustitución de aminoácidos, que 45
son esenciales para la formación de un epítopo de linfocito T. En otras palabras, “reducción en la propensión a 
generar epítopos de linfocitos T” se refiere una reducción en la inmunogenicidad o reducción en la capacidad para 
inducir proliferación de linfocitos T independiente de antígenos. El término “epítopo de linfocito T” se refiere a 
secuencias peptídicas cortas que se pueden liberar durante la degradación de péptidos, polipéptidos o proteínas 
dentro de células y posteriormente presentarse por moléculas del complejo principal de histocompatibilidad (MHC) 50
para desencadenar la activación de linfocitos T; véase, inter alia, el documento WO 02/066514. Para los péptidos 
presentados por el MHC clase II, dicha activación de linfocitos T puede dar lugar a continuación a una respuesta de 
anticuerpos por estimulación directa de linfocitos T para producir dichos anticuerpos. La “reducción en la propensión 
a generar epítopos de linfocitos T” y/o “desinmunización” se pueden medir por técnicas conocidas en la técnica. 
Preferentemente, la desinmunización de proteínas se puede someter a prueba in vitro por ensayo de proliferación de 55
linfocitos T. En este ensayo, las PBMC de donantes que representan > 80 % de los alelos HLA-DR en el mundo se 
criban para determinar la proliferación en respuesta a péptidos naturales o bien desinmunizados. Idealmente, la 
proliferación celular solo se detecta tras la carga de las células presentadoras de antígenos con péptidos naturales. 
De manera alternativa, se puede someter a prueba la desinmunización expresando los tetrámeros de HLA-DR que 
representan todos los haplotipos. Estos tetrámeros se pueden someter a prueba para determinar la unión a péptidos 60
o cargarse con péptidos sustitutos de las células presentadoras de antígenos en ensayos de proliferación. Para 
someter a prueba si los péptidos desinmunizados están presentes en los haplotipos de HLA-DR, se puede medir la 
unión de, por ejemplo, péptidos marcados con fluorescencia en PBMC. Además, se puede probar la 
desinmunización determinando si los anticuerpos frente a las moléculas desinmunizadas se han formado después 
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de la administración en pacientes. Preferentemente, las moléculas derivadas de anticuerpos se desinmunizan en las 
regiones estructurales y la mayoría de las regiones CDR no se modifican para generar una reducción en la 
propensión para inducir un epítopo de linfocito T de modo que la afinidad de unión de las regiones CDR no se ve 
afectada. Incluso la eliminación de un epítopo de linfocito T da como resultado una reducción en la inmunogenicidad.

En resumen, los enfoques anteriores ayudan a reducir la inmunogenicidad de los anticuerpos monocatenarios 5
biespecíficos terapéuticos como se define en el presente documento cuando se administran a pacientes con tumores 
epiteliales. Por ejemplo, el primer dominio de unión que se une específicamente a CD3 como se muestra en SEQ ID 
NO. 77 está desinmunizado; véase también el documento WO2005/040220. Preferentemente, la disposición de las 
regiones V en este dominio de unión a CD3 es VH-VL.

En otro aspecto, la invención se refiere a un anticuerpo monocatenario biespecífico que comprende una secuencia 10
de aminoácidos seleccionada del grupo que consiste en:

(a) una secuencia de aminoácidos como se representa en cualquiera de las SEQ ID NO. 6, 8, 30 16, 18, 24, 
26, 32, 34, 40, 42, 126, 130, 134 o 143;

(b) una secuencia de aminoácidos codificada por una secuencia de ácido nucleico como se muestra en las 
SEQ ID NO. 5, 7, 15, 17, 23, 25, 31, 33, 39, 41, 125, 129, 133 o 142; y15

(c) una secuencia de aminoácidos codificada por una secuencia de ácido nucleico que se degenera como 
resultado del código genético a una secuencia de nucleótidos de (b).

En un modo de realización, la invención se refiere a una composición que comprende anticuerpos monocatenarios 
biespecíficos como se define anteriormente. Preferentemente, dichos anticuerpos monocatenarios biespecíficos 
como se define anteriormente se usan como composiciones farmacéuticas para el tratamiento de un tumor epitelial o 20
tumores epiteliales en un ser humano. Dicho(s) tumor(es) epitelial(es) es/son positivo(s) para CEA. La actividad 
citotóxica frente a células tumorales epiteliales positivas para CEA de estas composiciones farmacéuticas es 
resistente incluso a concentraciones altas de antígeno CEA soluble en el plasma de pacientes con tumores. 
Además, dichos anticuerpos monocatenarios biespecíficos como se define anteriormente o scFv anti-CEA derivados 
de los mismos se pueden usar como composiciones de diagnóstico para la detección de un tumor epitelial o tumores 25
epiteliales en un ser humano como se expone con más detalle a continuación.

El término “hibridar en condiciones rigurosas” como se usa en el presente documento se refiere a secuencias de 
ácidos nucleicos que pueden hibridar, en condiciones de hibridación rigurosas, a secuencias representadas en las 
SEQ ID NO. 5, 7, 15, 17, 23, 25, 31, 33, 39, 41, 125, 129, 133 o 142, o el complemento de las mismas, y que 
codifican un anticuerpo monocatenario biespecífico que tiene actividad citotóxica frente a células tumorales positivas 30
para CEA. “Condiciones de hibridación rigurosas” se refiere a una incubación durante la noche a 42 °C en una 
solución que comprende formamida al 50 %, 5x SSC (NaCI 750 mM, citrato de trisodio 75 mM), fosfato de sodio 
50 mM (pH 7,6), 5x solución de Denhardt, sulfato de dextrano al 10 %, y 20 μg/ml de ADN de esperma de salmón 
desnaturalizado cortado, seguido de lavado de los filtros en 0,1x SSC a aproximadamente 65 °C.

Si cualquier molécula de ácido nucleico o polipéptido particular es al menos en un 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 35
97 %, 98 % o 99 % idéntica a un nucleótido o secuencia de aminoácidos definida en el presente documento se 
puede determinar convencionalmente usando programas informáticos conocidos. Un procedimiento preferente para 
determinar el mejor emparejamiento global entre una secuencia de consulta (una secuencia definida en el presente 
documento) y una secuencia sujeto, también denominada alineación de secuencias global, se puede determinar 
usando el programa informático FASTDB basado en el algoritmo de Brutlag et al. (Comp. App. Biosci. 6:237-40
245(1990)). En una alineación de secuencias, las secuencias de consulta y sujeto son ambas secuencias de ADN. 
Una secuencia de ARN se puede comparar convirtiendo U en T.

La invención también proporciona una composición farmacéutica que comprende una secuencia de ácido nucleico 
que codifica un anticuerpo monocatenario biespecífico como se define en el presente documento. Dicho ácido 
nucleico se puede utilizar, por ejemplo, para enfoques de tratamiento génico para tratar un tumor epitelial en un ser 45
humano, como se expone con más detalle a continuación.

La invención se refiere además a una composición farmacéutica que comprende un vector que comprende una 
secuencia de ácido nucleico como se define anteriormente. Preferentemente, dicho vector comprende además una 
secuencia reguladora que está unida de forma funcional a dicha secuencia de ácido nucleico definida anteriormente. 
Más preferentemente, dicho vector es un vector de expresión.50

Además, el vector de la presente invención también puede ser un vector de transferencia génica o de selección 
génica. El tratamiento génico, que se basa en la introducción de ácidos nucleicos o genes terapéuticos en células 
por técnicas ex vivo o in vivo es una de las aplicaciones más importantes de transferencia génica. Los vectores, 
procedimientos o sistemas de suministro génico adecuados para tratamiento génico in vitro o in vivo se describen en 
la literatura y son conocidos para el experto en la técnica; véase, por ejemplo, Giordano, Nature Medicine 2 (1996), 55
534-539; Schaper, Circ. Res. 79 (1996), 911-919; Anderson, Science 256 (1992), 808-813, Isner, Lancet 348 (1996), 
370-374; Muhlhauser, Circ. Res. 77 (1995), 1077-1086; Onodua, Blood 91 (1998), 30-36; Verzeletti, Hum. Gene 
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Ther. 9 (1998), 2243-2251; 25 Verma, Nature 389 (1997), 239-242; Anderson, Nature 392 (Sup. 1998), 25-30; Wang, 
Gene Therapy 4 (1997), 393-400; Wang, Nature Medicine 2 (1996), 714-716; documentos WO 94/29469; WO 
97/00957; US 5.580.859; US 5.589.466; US 4.394.448 o Schaper, Current Opinion in Biotechnology 7 (1996), 635-
640, y referencias citadas en los mismos. Las moléculas de ácido nucleico y vectores como se define en el presente 
documento se pueden diseñar para su introducción directa o para su introducción por medio de liposomas, vectores 5
víricos (por ejemplo, adenovírico, retrovírico), electroporación, u otros sistemas de suministro en la célula. 
Adicionalmente, se puede usar un sistema baculovírico como sistema de expresión eucariota para las moléculas de 
ácido nucleico como se define en el presente documento. La introducción y el enfoque terapéutico génico debe dar 
lugar, preferentemente, a la expresión de una construcción de anticuerpo monocatenario biespecífico funcional como 
se define en el presente documento, de este modo dicha construcción de anticuerpo monocatenario biespecífico 10
expresada es particularmente útil en el tratamiento, mejoría y/o prevención de un tumor epitelial en un ser humano.

En otro aspecto, la invención se refiere a una composición farmacéutica que comprende un huésped transformado o 
transfectado con un vector o un ácido nucleico como se define anteriormente.

Otro aspecto de la invención se refiere a una composición farmacéutica como se define anteriormente en el presente 
documento, que comprende además un compuesto proteináceo que puede proporcionar una señal de activación 15
para células efectoras inmunitarias.

Preferentemente, la composición farmacéutica comprende además formulaciones adecuadas de vehículos, 
estabilizantes y/o excipientes.

En otro aspecto, la invención se refiere a un procedimiento para la producción de una composición farmacéutica 
como se define anteriormente, comprendiendo dicho procedimiento cultivar un huésped como se define 20
anteriormente en condiciones que permitan la expresión del anticuerpo monocatenario biespecífico como se define 
anteriormente en el presente documento y recuperar el anticuerpo monocatenario biespecífico producido del cultivo.

Otro aspecto de la invención se refiere a un uso de un anticuerpo monocatenario biespecífico como se define 
anteriormente en el presente documento o como se produce por el procedimiento como se define anteriormente en 
el presente documento, una molécula de ácido nucleico como se define anteriormente en el presente documento, un 25
vector como se define anteriormente en el presente documento o un huésped como se define anteriormente en el 
presente documento para la preparación de una composición farmacéutica para la prevención, tratamiento o mejoría 
de un tumor epitelial en un ser humano. Otro aspecto de la invención se refiere a una composición farmacéutica de 
la invención o como se produce de acuerdo con el procedimiento expuesto anteriormente para su uso en un 
procedimiento para la prevención, tratamiento o mejoría de un tumor epitelial en un ser humano. El experto en la 30
técnica, en particular el médico encargado puede evaluar el tratamiento exitoso del paciente que necesita la 
administración de la molécula biespecífica/anticuerpo monocatenario biespecífico de la invención. En consecuencia, 
el esquema de administración así como la dosificación y el tiempo de administración se pueden evaluar por dicho 
experto en la técnica: Una correspondiente “mejoría” y/o “tratamiento” que se va a evaluar se define a continuación.

Como se usa en el presente documento, una “cantidad eficaz” o “cantidad terapéuticamente eficaz” de una 35
composición farmacéutica de la invención en el contexto de tumores epiteliales se refiere a esa cantidad del agente 
terapéutico suficiente para destruir, modificar, controlar o retirar tejido tumoral primario, regional o metastásico. Una 
cantidad terapéuticamente eficaz se puede referir a la cantidad de agente terapéutico suficiente para retrasar o 
minimizar la propagación del/de los tumor(es) epitelial(es). Una cantidad terapéuticamente eficaz también se puede 
referir a la cantidad del agente terapéutico o agente farmacéutico que proporciona un beneficio terapéutico en el 40
tratamiento o gestión del/de los tumor(es) epitelial(es). Además, una cantidad terapéuticamente eficaz con respecto 
a un agente terapéutico o agente farmacéutico de la invención quiere decir esa cantidad de agente terapéutico o 
agente farmacéutico solo, o en combinación con otros tratamientos, que proporciona un beneficio terapéutico en el 
tratamiento o gestión de un tumor epitelial. Usada junto con una cantidad del anticuerpo monocatenario biespecífico 
definido en el presente documento, el término puede englobar una cantidad que mejora el tratamiento global, reduce 45
o evita efectos no deseados, o potencia la eficacia de o sinergias (como se define en el presente documento) con 
otro agente terapéutico. Preferentemente, una cantidad terapéuticamente eficaz de una opción terapéutica mejora el 
tratamiento global, reduce o evita efectos no deseados, o potencia la eficacia terapéutica de o sinergias con otro 
agente terapéutico en el tratamiento de (un) tumor(es) epitelial(es). Por ejemplo, un anticuerpo monocatenario 
biespecífico como se define en el presente documento puede provocar una reducción del diámetro de un tumor 50
epitelial de un 20 % si se administra a un paciente como monotratamiento. Por el contrario, una segunda opción 
terapéutica, por ejemplo, un agente antineoplásico como se define a continuación, puede provocar una reducción 
tumoral de un 10 %. Sin embargo, si tanto el anticuerpo monocatenario biespecífico como se define en el presente 
documento como dicha segunda opción terapéutica se administran en combinación en forma de cotratamiento, se 
puede observar una reducción tumoral de un 50 %. Un efecto de este tipo se entiende como un efecto sinérgico 55
como se usa en el presente documento.

Como se denomina en el presente documento, el término “tratamiento” se refiere a cualquier esquema, 
procedimiento y/o agente de administración que se puede usar en la prevención, tratamiento o mejoría de un tumor 
epitelial. El término “prevención, tratamiento o mejoría de un tumor epitelial” se expone con más detalle a 
continuación. Los términos “tratamientos” y “tratamiento” se pueden referir a un tratamiento biológico, tratamiento 60
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complementario, quimioterapia, radioterapia y/u otros tratamientos útiles en el tratamiento, prevención, o mejora de 
un tumor epitelial, o uno o más síntomas del mismo.

Como se usa en el presente documento, los términos “tratar”, “tratamiento” y “tratando” en el contexto de administrar 
un tratamiento o tratamientos a un paciente se refieren a la reducción o mejoría de la progresión, gravedad y/o 
duración de un tumor epitelial. Dicho(s) tumor(es) epitelial(es) puede(n) estar asociado(s) con la expresión anómala, 5
por ejemplo, sobreexpresión o actividad de CEA, y/o la mejoría de uno o más síntomas de los mismos de la 
administración de uno o más tratamientos (incluyendo la administración de uno o más agentes farmacéuticos o 
terapéuticos).

El modo de administración más preferente es una administración intravenosa durante un tiempo/período de tiempo 
dado. Aunque el anticuerpo monocatenario biespecífico como se define en el presente documento se puede 10
administrar solo, es preferente la administración en un vehículo farmacéuticamente aceptable. Los ejemplos de 
vehículos farmacéuticos adecuados son bien conocidos en la técnica e incluyen soluciones salinas tamponadas con 
fosfato, agua, liposomas, varios tipos de agentes humectantes, soluciones estériles, etc. Las composiciones que 
comprenden dichos vehículos se pueden formular por procedimientos convencionales bien conocidos. Estas 
composiciones farmacéuticas se pueden administrar al sujeto en una dosis adecuada. El régimen de dosificación se 15
determinará por el médico especialista y por factores clínicos. Como es bien conocido en la técnica médica, las 
dosificaciones para un paciente cualquiera dependen de muchos factores, incluyendo la talla del paciente, el área de 
superficie corporal, la edad, el compuesto particular que se va a administrar, el sexo, el tiempo y la vía de 
administración, la salud general y otros fármacos que se estén administrando simultáneamente. Las preparaciones 
para la administración parenteral incluyen soluciones acuosas o no acuosas estériles, y suspensiones. Los ejemplos 20
de disolventes no acuosos son propilenglicol, polietilenglicol y ésteres orgánicos inyectables, tales como oleato de 
etilo. Los vehículos acuosos incluyen agua, suspensiones o soluciones acuosas, incluyendo medios tamponados y 
solución salina. Los vehículos parenterales incluyen solución de cloruro de sodio, dextrosa de Ringer, dextrosa y 
cloruro de sodio, Ringer con lactato o aceites fijos. Los vehículos intravenosos incluyen reponedores de fluidos y 
nutrientes, reponedores de electrolitos (tales como los basados en la dextrosa de Ringer) y similares. También 25
pueden estar presentes conservantes y otros aditivos tales como, por ejemplo, antibióticos, antioxidantes, agentes 
quelantes, y gases inertes y similares. Además, la composición puede comprender vehículos proteináceos, como, 
por ejemplo, seroalbúmina o inmunoglobulina, preferentemente de origen humano. Se prevé que el cotratamiento 
pueda comprender, además del anticuerpo monocatenario biespecífico proteináceo, otros agentes biológicamente 
activos, dependiendo del uso destinado de la composición farmacéutica. Dichos agentes pueden ser agentes que 30
actúan sobre el sistema gastrointestinal, agentes que actúan como agentes citostáticos, agentes que previenen la 
hiperuricemia, agentes que inhiben reacciones inmunitarias (por ejemplo, corticoesteroides, FK506), fármacos que 
actúan sobre el sistema circulatorio y/o agentes tales como moléculas coestimuladores de linfocitos T o citocinas 
conocidas en la técnica. Preferentemente, el anticuerpo monocatenario biespecífico como se define en el presente 
documento se formula en un tampón, un estabilizante y un tensioactivo. El tampón puede ser un tampón fosfato, 35
citrato, succinato o acetato. El estabilizante puede ser (un) aminoácido(s) y/o un azúcar. Los tensioactivos pueden 
ser detergentes, PEG, o similares. Más preferentemente, el anticuerpo monocatenario biespecífico como se define 
en el presente documento se formula en citrato, lisina, trehalosa y Tween 80. Como diluyente para dicha 
composición farmacéutica, es preferente solución salina isotónica y Tween 80.

El término “mejoría” como se usa en el presente documento se refiere una mejora o una moderación en la gravedad 40
de una enfermedad, es decir, un tumor epitelial. Por ejemplo, una mejoría de este tipo puede ser el logro de una 
enfermedad estable (o incluso más preferentemente) una reducción del/de los tumor(es) epitelial(es), es decir, una 
respuesta mínima, parcial o respuesta completa, debido a la administración de las composiciones farmacéuticas de 
la invención. “Enfermedad estable” se refiere a un estado de enfermedad en el que ninguna progresión/crecimiento 
tumoral o progresión/crecimiento tumoral significativo se puede observar o detectar por procedimientos de 45
diagnóstico clínico e/o histológico. Por ejemplo, una reducción del tumor mayor de una reducción de un 50 % de la 
suma de las áreas transversales de las lesiones indicadoras se puede considerar como una “respuesta parcial”. Una 
“respuesta completa” indica un estado en el que ya no se puede(n) detectar lesión/lesiones después de tratamiento. 
Una respuesta con una reducción tumoral entre una enfermedad estable y una respuesta parcial se puede 
considerar como una respuesta mínima. Por ejemplo, una reducción de un 20 %, 25 % o 30 % de la suma de las 50
áreas transversales de lesiones indicadoras se puede denominar una respuesta mínima.

El término “mejoría” como se usa en el presente documento engloba también una reducción del número de tumores 
epiteliales. Adicionalmente indica la prevención/ralentización de la progresión tumoral. Además, una mejora de la 
supervivencia global de los pacientes con tumores tratados en comparación con pacientes con tumores no tratados 
se puede considerar como una “mejoría” como se usa en el presente documento. Esto se aplica mutatis mutandis a 55
una mejora de la supervivencia sin progresión o la supervivencia sin recaída de pacientes con tumores tratados en 
comparación con pacientes con tumores no tratados. Además, el término “mejoría” también se puede referir a una 
reducción de la intensidad de los síntomas de un tumor epitelial, dando como resultado, por ejemplo, una mejora de 
la calidad de vida de los pacientes con tumores tratados.

El término “prevención de un tumor epitelial” como se usa en el presente documento se debe entender como sigue: 60
Después de la retirada quirúrgica del/de los tumor(es) epitelial(es) primario(s) de un paciente humano y/o después 
del tratamiento quimioterápico o radioterápico del/de los tumor(es) epitelial(es) primario(s), puede darse el caso de 
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que no todas las células tumorales se puedan eliminar del cuerpo. Sin embargo, estas células tumorales restantes 
pueden dar lugar a cáncer recidivante, es decir, recidiva y/o metástasis local en el paciente. La metástasis es una 
complicación frecuente del cáncer, aunque el proceso a través de que se diseminan las células cancerosas desde 
el/los tumor(es) primario(s) para formar colonias a distancia es poco conocido. Los cánceres metastásicos son, casi 
sin excepción, incurables, lo que eleva la necesidad de nuevas modalidades terapéuticas. La composición 5
farmacéutica de la invención se puede usar para destruir estas células tumorales diseminadas para prevenir la 
formación de tumores secundarios (que se originan desde las células tumorales que permanecen en el cuerpo 
después de un tratamiento primario). De esta forma, la composición farmacéutica ayuda a prevenir la formación de 
recidiva local y/o metástasis en pacientes con tumores.

Se puede realizar un seguimiento del éxito del tratamiento antitumoral por procedimientos estándar establecidos 10
para las respectivas entidades de enfermedad, por ejemplo, por tomografía axial computerizada, rayos X, tomografía 
por resonancia magnética nuclear (por ejemplo, para la evaluación de la respuesta en base a los criterios del 
National Cancer Institute [Cheson (1999), J. Clin. Oncol.; 17(4):1244]), tomografía por emisión de positrones, 
endoscopia, separación celular activada por fluorescencia, aspirado medular, de líquido pleural o peritoneal, 
histologías tisulares, y varios parámetros químicos clínicos específicos de tumores epiteliales (por ejemplo, 15
concentración de CEA soluble en suero) y se pueden usar otros procedimientos estándar establecidos. Además, se 
pueden usar ensayos que determinan la activación de linfocitos T; véase por ejemplo, el documento WO99/054440. 
También se pueden usar estadísticas para la determinación de la supervivencia global, supervivencia sin progresión 
o supervivencia sin recaída de pacientes con tumores tratados en comparación con pacientes con tumores no 
tratados.20

Preferentemente, dicho tumor epitelial es un adenocarcinoma gastrointestinal, un adenocarcinoma de mama o un 
adenocarcinoma pulmonar. Dicho adenocarcinoma gastrointestinal es más preferentemente un adenocarcinoma 
colorrectal, pancreático, esofágico o gástrico.

Incluso más preferentemente, dicha composición farmacéutica de la invención es para el tratamiento de tumores 
progresivos, tumores en estadio tardío, pacientes con tumores con carga/masa tumoral alta, tumores metastásicos, o 25
pacientes con tumores con una concentración sérica de CEA mayor de 100 ng/ml (como se determina, por ejemplo, 
por ELISA).

En otro modo de realización preferente de los usos o procedimientos de la invención, dicha composición 
farmacéutica como se define anteriormente en el presente documento es adecuada para administrarse en 
combinación con un fármaco adicional, es decir, como parte de un cotratamiento.30

En determinados modos de realización, el anticuerpo monocatenario biespecífico o composición farmacéutica como 
se define en el presente documento se administra en combinación con uno o más de otros tratamientos. En 
determinados modos de realización, el anticuerpo monocatenario biespecífico o composición farmacéutica como se 
define en el presente documento se administra a un paciente simultáneamente con uno o más de otros tratamientos. 
Preferentemente, dichos tratamientos son útiles para el tratamiento de tumores epiteliales. El término 35
"simultáneamente" no se limita a la administración de composiciones farmacéuticas o agentes terapéuticos 
exactamente al mismo tiempo, sino más bien quiere decir que el anticuerpo monocatenario biespecífico o 
composición farmacéutica como se define en el presente documento y el/los otro(s) agente(s) se administran a un 
paciente en una secuencia y dentro de un intervalo de tiempo tal que el anticuerpo monocatenario biespecífico o 
composición farmacéutica como se define en el presente documento puede actuar junto con el otro agente para 40
proporcionar un incremento en el beneficio mayor que si se administraran de otro modo. Por ejemplo, cada agente 
terapéutico se puede administrar al mismo tiempo o secuencialmente en cualquier orden a diferentes puntos 
temporales; sin embargo, si no se administran al mismo tiempo, se deben administrar lo suficientemente próximos en 
el tiempo como para proporcionar el efecto terapéutico deseado.

Cada agente terapéutico se puede administrar por separado, es una forma apropiada y por cualquier vía adecuada. 45
En otros modos de realización, el anticuerpo monocatenario biespecífico o composición farmacéutica como se define 
en el presente documento se administran antes, simultáneamente o después de una intervención quirúrgica. 
Preferentemente, la intervención quirúrgica retira completamente los tumores epiteliales localizados o reduce el 
tamaño de los tumores epiteliales grandes. También se puede realizar una intervención quirúrgica como medida 
preventiva o para aliviar el dolor.50

Las cantidades de dosificación y las frecuencias de administración proporcionadas en el presente documento se 
engloban por el término “terapéuticamente eficaz” como se define anteriormente. Típicamente, la dosificación y la 
frecuencia variarán adicionalmente de acuerdo con factores específicos para cada paciente dependiendo de los 
agentes terapéuticos o profilácticos específicos administrados, la gravedad y el tipo de tumor epitelial, la vía de 
administración, así como la edad, peso corporal, respuesta, y los antecedentes personales del paciente. Se pueden 55
seleccionar regímenes adecuados por un experto en la técnica considerando dichos factores y siguiendo, por 
ejemplo, dosificaciones informadas en la literatura y recomendadas en el Physicians' Desk Reference (59ª ed., 
2005).

En algunos modos de realización, el tratamiento por administración del anticuerpo monocatenario biespecífico o 
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composición farmacéutica como se define en el presente documento se combina con la administración de uno o más 
tratamientos tales como quimioterapias, radioterapias, hormonoterapia y/o tratamientos biológicos/inmunoterapias. 
Los agentes terapéuticos incluyen, pero no se limitan a, moléculas proteináceas, incluyendo, pero sin limitarse a, 
péptidos, polipéptidos, proteínas, incluyendo proteínas modificadas postraduccionalmente, anticuerpos etc.; o 
moléculas pequeñas (menos de 1000 daltons), compuestos orgánicos o inorgánicos; o moléculas de ácido nucleico 5
incluyendo ADN monocatenario o bicatenario, o ARN monocatenario o bicatenario; así como moléculas de ácido 
nucleico de triple hélice. Los agentes terapéuticos se pueden derivar de cualquier organismo conocido (incluyendo, 
pero sin limitarse a, animales, plantes, bacterias, hongos y protistas o virus) o de una colección de moléculas 
sintéticas.

En un modo de realización específico, los procedimientos y usos de la invención engloban la administración del 10
anticuerpo monocatenario biespecífico o composición farmacéutica como se define en el presente documento en 
combinación con la administración de uno o más agentes terapéuticos que son inhibidores de cinasas tales como 
Gefitinib (Iressa), Erlotinib (Tarceva), anticuerpos anti-EGFR (por ejemplo, Cetuximab; Erbitux), o anticuerpos anti-
Her2/neu (por ejemplo, Trastuzumab; Herceptin) descritos en la técnica; véase por ejemplo, Hardie y Hanks (1995) 
The Protein Kinase Facts Book, I and II, Academic Press, San Diego, California.15

En otro modo de realización específico, los procedimientos y usos de la invención engloban la administración del 
anticuerpo monocatenario biespecífico o composición farmacéutica como se define en el presente documento en 
combinación con la administración de uno o más agentes terapéuticos que son inhibidores de la angiogénesis tales 
como anticuerpos anti-VEGF (por ejemplo, Bevacizumab; Avastin), compuestos de moléculas pequeñas (por 
ejemplo, Vatalanib o Sorafenib) o inhibidores de la COX descritos en la técnica.20

En otro modo de realización específico, los procedimientos y usos de la invención engloban la administración del 
anticuerpo monocatenario biespecífico o composición farmacéutica como se define en el presente documento en 
combinación con la administración de uno o más agentes terapéuticos que son agentes antineoplásicos tales como 
5-fluorouracilo, ácido folínico, capecitabina, oxaliplatino, irinotecán, gemcitabina, doxorubicina, epirubicina, 
etopósido, cisplatino, carboplatino, taxanos (por ejemplo, docetaxel, paclitaxel) descritos en la técnica.25

Preferentemente, un cotratamiento de un paciente con un tumor epitelial usando un anticuerpo monocatenario 
biespecífico o composición farmacéutica como se define en el presente documento en combinación con (a) otro(s) 
agente(s) terapéutico(s) da como resultado un efecto sinérgico. Como se usa en el presente documento, el término 
"sinérgico" se refiere a una combinación de tratamientos (por ejemplo, una combinación de un anticuerpo 
monocatenario biespecífico como se define en el presente documento y (un) otro(s) agente(s) terapéutico(s) como 30
se expone anteriormente) que es más eficaz que los efectos aditivos de cualquiera de dos o más tratamientos 
individuales (por ejemplo, uno o más agentes terapéuticos). Por ejemplo, un anticuerpo monocatenario biespecífico 
como se define en el presente documento puede provocar una reducción del diámetro de un tumor epitelial de un 
20 % si se administra a un paciente como monotratamiento. Por el contrario, una segunda opción terapéutica, por 
ejemplo, un agente antineoplásico como se define a continuación, puede provocar una reducción tumoral de un 35
10 %. Sin embargo, si tanto el anticuerpo monocatenario biespecífico como se define en el presente documento 
como dicha segunda opción terapéutica se administran en combinación en forma de cotratamiento, se puede 
observar una reducción tumoral de un 50 %.

Un efecto sinérgico de una combinación de tratamientos (por ejemplo, una combinación de un anticuerpo 
monocatenario biespecífico como se define en el presente documento y (un) otro(s) agente(s) terapéutico(s) como 40
se expone anteriormente) permite el uso de menores dosificaciones de uno o más de los tratamientos (por ejemplo, 
uno o más agentes terapéuticos) y/o la administración menos frecuente de dichos tratamientos a un paciente con 
una enfermedad, por ejemplo, un tumor epitelial. La capacidad de utilizar menores dosificaciones de tratamientos
(por ejemplo, agentes terapéuticos) y/o de administrar dichos tratamientos con menos frecuencia reduce la toxicidad 
asociada con la administración de dichos tratamientos a un sujeto sin reducir la eficacia de dichos tratamientos en la 45
prevención o tratamiento de una enfermedad, por ejemplo, un tumor epitelial. Además, un efecto sinérgico puede dar 
como resultado una mejora en la eficacia de los tratamientos (por ejemplo, agentes terapéuticos) en la prevención, 
gestión, tratamiento y/o mejoría de un tumor epitelial (que puede estar asociado con la expresión anómala (por 
ejemplo, sobreexpresión) o actividad de CEA). Finalmente, el efecto sinérgico de una combinación de tratamientos 
(por ejemplo, agentes terapéuticos) puede evitar o reducir efectos secundarios adversos o no deseados asociados 50
con el uso de cualquier tratamiento individual.

En dicho cotratamiento, se puede incluir opcionalmente un agente activo en la misma composición farmacéutica 
como el anticuerpo monocatenario biespecífico definido en el presente documento, o se puede incluir en una 
composición farmacéutica separada. En este último caso, dicha composición farmacéutica separada es adecuada 
para su administración antes de, simultáneamente con o después de la administración de dicha composición 55
farmacéutica que comprende el anticuerpo monocatenario biespecífico como se define en el presente documento. 
La composición farmacéutica o fármaco adicional puede ser un compuesto proteináceo o un compuesto no 
proteináceo. En el caso en el que el fármaco adicional sea un compuesto proteináceo, es ventajoso que el 
compuesto proteináceo pueda proporcionar una señal de activación para las células efectoras inmunitarias.

Preferentemente, dicho compuesto proteináceo o compuesto no proteináceo se puede administrar simultáneamente 60
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o no simultáneamente con un anticuerpo monocatenario biespecífico como se define anteriormente en el presente 
documento, una molécula de ácido nucleico como se define anteriormente en el presente documento, un vector 
como se define como se define anteriormente en el presente documento, o un huésped como se define como se 
define anteriormente en el presente documento. Preferentemente, dicho sujeto que se va a tratar es un ser humano.

En otro modo de realización, un único anticuerpo biespecífico monocatenario o scFv anti-CEA como se define en el 5
presente documento puede estar conjugado con un agente detectable o de diagnóstico. Dicho diagnóstico y 
detección se puede lograr acoplando el anticuerpo o scFv a sustancias detectables, por ejemplo, a varias enzimas, 
tales como peroxidasa de rábano picante, fosfatasa alcalina, beta-galactosidasa, o acetilcolinesterasa; grupos 
prostéticos, tales como estreptavidina/biotina y avidina/biotina; materiales fluorescentes, tales como, umbelliferona, 
fluoresceína, fluoresceína isotiocianato, rodamina, diclorotriacinilamina fluoresceína, cloruro de dansilo o ficoeritrina; 10
materiales luminiscentes, tales como, luminol; materiales bioluminiscentes, tales como, luciferasa, luciferina y 
ecuorina; materiales radioactivos e isótopos, tales como cobalto (57Co), indio (115ln, 113ln, 112ln, 111In), yodo 
(1311, 1251, 1231, 1211), o itrio (90Y), metales emisores de positrones que se usan en varias tomografías por 
emisión de positrones, e iones metálicos paramagnéticos no radioactivos.

Las técnicas para conjugar restos a anticuerpos son bien conocidas. Los restos se pueden conjugar a anticuerpos 15
por cualquier procedimiento conocido en la técnica, incluyendo, pero sin limitarse a enlace aldehído/Schiff, enlace 
sulfidrilo, enlace lábil ácido, enlace cis-aconitilo, enlace hidrazona, enlace enzimáticamente degradable; véase en 
general, Garnett, 2002, Adv. Drug Deliv. Rev. 53:171-216. Las técnicas adicionales para conjugar restos a 
anticuerpos son bien conocidas, véase, por ejemplo, Arnon et al., Monoclonal Antibodies For Immunotargeting Of 
Drugs In Cancer Therapy. En Monoclonal Antibodies And Cancer Therapy, Reisfeld et al. (eds.), pp. 243-56 (Alan R. 20
Liss, Inc. 1985). Los procedimientos para condensar o conjugar anticuerpos a restos polipeptídicos son conocidos en 
la técnica; véase, por ejemplo, Ashkenazi et al., 1991, PNAS 88: 10535-10539. La fusión de un anticuerpo a un resto 
no tiene que ser necesariamente directa, sino que se puede producir a través de secuencias enlazadoras. Dichas 
moléculas enlazadoras son comúnmente conocidas en la técnica y se describen en Denardo et al., 1998, Clin 
Cancer Res. 4:2483-90; Peterson et al., 1999, Bioconjug. Chem. 10:553.25

En otro aspecto, la invención se refiere a un kit que comprende un anticuerpo monocatenario biespecífico como se 
define anteriormente en el presente documento, una molécula de ácido nucleico como se define anteriormente en el 
presente documento, un vector como se define anteriormente en el presente documento, o un huésped como se 
define anteriormente en el presente documento.

Estos y otros modos de realización se divulgan y se engloban por la descripción y los ejemplos de la presente 30
invención. Las técnicas y procedimientos recombinantes en inmunología se describen, por ejemplo, en Sambrook et 
al. Molecular Cloning: A Laboratory Manual; Cold Spring Harbor Laboratory Press, 3ª edición 2001; Lefkovits; 
Immunology Methods Manual; The Comprehensive Sourcebook of Techniques; Academic Press, 1997; Golemis; 
Protein-Protein Interactions: A Molecular Cloning Manual; Cold Spring Laboratory Press, 2002. Literatura adicional 
relativa a uno cualquiera de los anticuerpos, procedimientos, usos y compuestos que se van a emplear de acuerdo 35
con la presente invención se puede recuperar de bibliotecas y bases de datos públicas, usando, por ejemplo, 
dispositivos electrónicos. Se puede utilizar, por ejemplo, la base de datos pública "Medline", disponible en Internet, 
por ejemplo, en http://www.ncbi.nlm. nih.qov/PubMed/medline.html. Otras bases de datos y direcciones, tales como 
http://www.ncbi.nim.nih.qov/,http://www.infobioaen.fr/,http://www.fmi.ch/bioloqv/researchtools.html, 
http://www.infobiaen.fr/, http://www.fmi.ch/bioloqv/researchtools.html, http://www.tiqr.orQ/. que son conocidas para el 40
experto en la técnica también se pueden obtener usando, por ejemplo, http://www.lvxos.com. Para temas 
relacionados con tumores, véase por ejemplo, http://www.nih.gov o http://www.dkfz.de.

Las figuras muestran:

Figura 1: Análisis de unión FAGS de varias construcciones monocatenarias biespecíficas reactivas con CEA 
humano a células CHO transfectadas con CEA humano y células HPB-AII positivas para CD3, respectivamente. 45
Como control positivo para la unión a CEA, se ha usado el anticuerpo monoclonal Col-1. Para el control de la unión a 
CD3 humano, se usó una construcción monocatenaria biespecífica CD19xCD3 como se describe en el documento 
WO 99/054440. En este control positivo, la línea gruesa representa células incubadas con 10 µg/ml de anticuerpo 
monocatenario biespecífico CD19xCD3 purificado que se incubó posteriormente con el anticuerpo anti-His y el 
anticuerpo de detección. La línea de histograma fina refleja el control negativo: células incubadas con el anticuerpo 50
anti-His y el anticuerpo de detección. La actividad de unión para CEA humano (unido a membrana) y CD3 humano 
fue detectable para CEAI VHVLxSEQ ID NO.77 VHVL, CEAI VLVHxSEQ ID NO.77 VHVL, CEAII VHVLxSEQ ID 
NO.77 VHVL, CEAIII VLVHxSEQ ID NO.77 VHVL y CEAIII VHVLxSEQ ID NO.77 VHVL. En los histogramas 
respectivos correspondientes a los anticuerpos monocatenarios biespecíficos como se describe en la invención, la 
línea fina representa el control negativo, la línea gruesa clara representa células incubadas con sobrenadante de 55
cultivo, mientras que la línea gruesa oscura (más a la derecha) representa células incubadas con 10 µg/ml de 
anticuerpo monocatenario biespecífico purificado.

Figura 2: Señales de unión de los anticuerpos monocatenarios biespecíficos anti-CEA/anti-CD3 CEAI VHVLxSEQ ID 
NO.77 VHVL, CEAII VHVLxSEQ ID NO. 77 VHVL y CEAIII VHVLxSEQ ID NO. 77 VHVL y anticuerpo anti-CEA Col-1 
para CEA soluble detectado por ELISA directo. Los anticuerpos monocatenarios biespecíficos CEAI VHVLxSEQ ID 60

E06841112
03-10-2016ES 2 595 091 T3

 



21

NO. 77 VHVL (dominio de unión anti-CEA derivado del mAb A5B7), CEAII VHVLxSEQ ID NO.77 VHVL (dominio de 
unión anti-CEA derivado del mAb T84.66), y CEAIII VHVLxSEQ ID NO.77 VHVL (dominio de unión anti-CEA 
derivado del mAb MFE-23) y el anticuerpo monoclonal de ratón Col-1 se unieron específicamente a CEA humano 
soluble inmovilizado. No se observó ninguna señal de unión en ausencia del antígeno CEA soluble (control con 
PBS).5

Figura 3: Las construcciones monocatenarias biespecíficas reactivas para CEA indicadas se redirigieron a linfocitos 
T para lisar células CHO transfectadas con CEA, en ausencia de CEA soluble. Se usaron CTL positivos para CD8 
humanos estimulados como células efectoras. Para demostrar la especificidad de la lisis redirigida, se incluyó una 
construcción monocatenaria biespecífica no reactiva para CEA como control negativo. Se pudo mostrar la actividad 
citotóxica frente células diana transfectadas con CEA humano (células CHO-CEA+) para varias disposiciones de 10
dominios, es decir, para SEQ ID NO.77 VHVLxCEAI VHVL y SEQ ID NO.77 VHVLxCEAI VLVH (ambas 
construcciones con dominio de unión anti-CD3 de forma N-terminal), así como para CEAI VLVHxSEQ ID NO.77 
VHVL y CEAI VHVLxSEQ ID NO.77 VHVL (dominio de unión anti-CD3 de forma C-terminal). Se usaron células CHO 
no transfectadas (carentes de CEA humano) como control negativo.

Figura 4: Las construcciones monocatenarias biespecíficas reactivas para CEA indicadas se redirigieron a linfocitos 15
T para lisar células CHO transfectadas con CEA, en ausencia de CEA soluble. Para demostrar la especificidad de la 
lisis redirigida, se incluyeron células CHO no transfectadas como control negativo. Se usaron CTL positivos para 
CD8 humanos estimulados como células efectoras. CEA I-HL (CEAI VHVLxSEQ ID NO.77 VHVL), CEA III-LH 
(CEAIII VLVHxSEQ ID NO.77 VHVL), CEA III-HL (CEAIII VHVLxSEQ ID NO.77 VHVL), y CEA II HL (CEAII 
VHVLxSEQ ID NO.77 VHVL) mostraron actividad citotóxica frente a células CHO transfectadas con CEA humano. 20
Se usaron células CHO no transfectadas (carentes de CEA humano) como control negativo para CEA I-LH (CEAI 
VLVHxSEQ ID NO.77 VHVL), CEA III-HL (CEAIII VHVLxSEQ ID NO.77 VHVL) y CEA II HL (CEAII VHVLxSEQ ID 
NO.77 VHVL). CEAI indica una región variable derivada del mAb murino A5B7, CEAII es una región variable 
derivada del mAb murino T84.66 y CEAIII se refiere a una región variable del mAb murino MFE-23. 

Figura 5: Las construcciones monocatenarias biespecíficas reactivas para CEA indicadas se redirigieron a linfocitos 25
T para lisar células CHO transfectadas con CEA en presencia de CEA humano soluble. Se usaron CTL positivos 
para CD8 humanos estimulados como células efectoras. La actividad citotóxica mediada por CEAI VLVHxSEQ ID 
NO.77 VHVL y CEAI VHVLxSEQ ID NO.77 VHVL no se inhibe por el incremento en las cantidades de CEA humano 
soluble, hasta 1 µg/ml. CEAI es una región variable derivada del mAb murino A5B7. 

Figura 6: Las construcciones monocatenarias biespecíficas reactivas para CEA indicadas se redirigieron a linfocitos 30
T para lisar células CHO transfectadas con CEA en presencia de CEA humano soluble. Se usaron CTL positivos 
para CD8 humanos estimulados como células efectoras. La actividad citotóxica mediada por SEQ ID NO.77 
VHVLxCEAI VHVL y SEQ ID NO.77 VHVLxCEAI VL VH no se inhibe por el incremento en las cantidades de CEA 
humano soluble, hasta 1 µg/ml. CEAI es una región variable derivada del mAb murino A5B7. 

Figura 7: La construcción monocatenaria biespecífica reactiva para CEA indicada se redirigió a linfocitos T para lisar 35
células CHO transfectadas con CEA en presencia de CEA humano soluble. Se usaron CTL positivos para CD8 
humanos estimulados como células efectoras. La actividad citotóxica de CEAII VHVLxSEQ ID NO. 77 VHVL se 
inhibe por el incremento en las cantidades de CEA soluble. CEAII VHVL se deriva del mAb T84.66. 

Figura 8: Las construcciones monocatenarias biespecíficas reactivas para CEA indicadas se redirigieron a linfocitos 
T para lisar células CHO transfectadas con CEA en presencia de CEA humano soluble. Se usaron CTL positivos 40
para CD8 humanos estimulados como células efectoras. Mientras que la citotoxicidad mediada por CEAI VHVLxSEQ 
ID NO.77 VHVL es resistente a la inhibición por el antígeno CEA soluble, la actividad citotóxica mediada por CEAIII 
VHVLxSEQ ID NO.77 VHVL se inhibe incluso por cantidades bajas de CEA soluble. CEAIII VHVL se deriva del mAb 
MFE-23, mientras que CEAI es una región variable derivada del mAb murino A5B7.

Figura 9: Las construcciones monocatenarias biespecíficas reactivas para CEA indicadas redirigieron linfocitos T 45
para lisar células Kato Ill en presencia de un incremento en las cantidades de antígeno CEA soluble. Se usaron 
PBMC humanas naturales como células efectoras. La actividad citotóxica mediada por CEAII VHVLxSEQ ID NO. 77 
no es resistente a CEA soluble. CEAII VHVL se deriva del mAb T84.66. 

Figura 10: Las construcciones monocatenarias biespecíficas reactivas para CEA indicadas redirigieron linfocitos T 
para lisar células Kato Ill en presencia de un incremento en las cantidades de antígeno CEA soluble. Se usaron CTL 50
positivos para CD8 humanos estimulados como células efectoras. La citotoxicidad mediada por CEAI VHVLxSEQ ID 
NO.77 VHVL es resistente a CEA soluble. Por el contrario, la actividad citotóxica mediada por CEAII VHVLxSEQ ID 
NO.77 VHVL se inhibe por un incremento en las cantidades de CEA soluble. CEAII VHVL se deriva del mAb T84.66, 
mientras que CEAI es una región variable derivada del mAb murino A5B7. 

Figura 11: Las construcciones monocatenarias biespecíficas reactivas para CEA indicadas redirigieron linfocitos T 55
para lisar células CHO transfectadas con CEA en presencia de un incremento en las cantidades de antígeno CEA 
soluble. Se usaron CTL positivos para CD8 humanos estimulados como células efectoras. La actividad citotóxica 
mediada por CEAII VHVLxSEQ ID NO.77 VHVL se inhibe por un incremento en las cantidades de CEA soluble. 
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CEAII VHVL se deriva del mAb T84.66. 

Figura 12: Análisis por citometría de flujo de preparaciones periplásmicas que contienen fragmentos de proteína 
scFv marcados con Flag de clones seleccionados. Se añadieron preparaciones periplásmicas de fragmentos de 
proteína scFv soluble a de 100.000 a 200.000 células CHO transfectadas con CEA. Para la detección, se usó un 
anticuerpo monoclonal anti-Flag seguido de un anticuerpo policlonal antimurino marcado con PE. La unión de ScFv 5
a las células se midió por un incremento en la intensidad de fluorescencia en comparación con las células que se 
incubaron con PBS solo. La intensidad de fluorescencia se representa en el eje X, el número de acontecimientos se 
representa en el eje Y. El control negativo (PBS y reactivos de detección) se muestra como una curva sombreada, 
los scFv respectivos se muestran como líneas grises. El desplazamiento a la derecha indica la unión positiva a las 
células. Todos los scFv, es decir, A-121, A-183, A-240, A-313, A-290, A-315, A4-35, A4-52 y MP2-A5, se unen a 10
CEA unido a membrana en las células CHO. Cada uno de los scFv consiste en la región VH de A5B7 murino y una 
región VL humana, como se describe en ejemplo 6.

Figura 13: Análisis citométrico de flujo de preparaciones periplásmicas que contienen fragmentos de proteína scFv 
marcados con Flag de los seleccionados. Se añadieron preparaciones periplásmicas de fragmentos de proteína 
scFv soluble a de 100.000 a 200.000 células CHO transfectadas con CEA. La detección se realizó por un anticuerpo 15
monoclonal anti-Flag seguido de un anticuerpo policlonal antimurino marcado con PE. La unión de ScFv a las 
células se midió por un incremento en la intensidad de fluorescencia en comparación con las células que se 
incubaron con PBS solo. La intensidad de fluorescencia se representa en el eje X, el número de acontecimientos se 
representa en el eje Y. El control negativo (PBS y reactivos de detección) se muestra como una curva sombreada, 
los scFv respectivos se muestran como líneas grises. El desplazamiento a la derecha indica la unión positiva a las 20
células. Las construcciones de scFv completamente humanas MPS10_3-AS.3, MPS10_3-B9.1, y MPS10_3-D8.1 se 
unen a CEA unido a membrana en las células CHO. Cada uno de estos scFv consiste en una región VH humana y la 
región VL humana A240, como se describe en ejemplo 7. 240 Vlambda.3 es un scFv que consiste en la región VH 
de ASB7 murino y la región VL A-240 humana. Esta construcción muestra también la actividad de unión a CEA. 

Figura 14: Análisis de unión FACS de varias construcciones monocatenarias biespecíficas reactivas para CEA 25
humano a células Kato Ill y células HPB-AII, respectivamente. La línea gruesa representa células incubadas con 
sobrenadante de cultivo celular de células CHO transfectadas incubadas con el anticuerpo anti-His y el anticuerpo 
de detección. La línea de histograma fina refleja el control negativo: células incubadas con el anticuerpo anti-His y el 
anticuerpo de detección. Las construcciones de anticuerpos monocatenarios biespecíficos humanos AS VHA240 
VLxSEQ ID NO.77 VHVL, B9 VH-A240 VLxSEQ ID NO.77 VHVL, y D8 VH-A240 VLxSEQ ID NO.77 VHVL se unen a 30
CEA humano en células Kato y a CD3 humano en células HPB-AII. CEAI VH-A240 VLxSEQ ID NO.77 VHVL con la 
región VH del dominio de unión a CEA derivado del mAb ASB7 muestra la misma actividad de unión. 

Figura 15: Ensayo citotóxico de las construcciones monocatenarias biespecíficas reactivas para CEA indicadas 
redirigidas a células CHO transfectadas con CEA, en ausencia de CEA soluble. Se usaron CTL positivos para CD8 
humanos estimulados como células efectoras. La actividad citotóxica se pudo detectar para AS VH-A240 VLxSEQ ID 35
NO.77 VHVL, B9 VH-A240 VLx SEQ ID NO.77 VHVL, D8 VH-A240 VLxSEQ ID NO.77 VHVL y CEAI VHA240 VLx 
SEQ ID NO.77 VHVL. CEAI VH es una región VH derivada del mAb ASB7.

Figura 16: Ensayo citotóxico de las construcciones monocatenarias biespecíficas reactivas para CEA indicadas 
redirigidas a células CHO transfectadas con CEA, en ausencia de CEA soluble. Se usaron CTL positivos para CD8 
humanos estimulados como células efectoras. Esta figura demuestra la actividad citotóxica para A240 VL-AS 40
VHxSEQ ID NO.77 VHVL, A240 VLB9 VHxSEQ ID NO.77 VHVL, A240 VL-D8 VHx SEQ ID NO.77 VHVL, y A240 VL-
CEAI VHx SEQ ID NO.77 VHVL. 

Figura 17: Ensayo citotóxico de las construcciones monocatenarias biespecíficas reactivas para CEA indicadas 
redirigidas a células CHO transfectadas con CEA, en ausencia de CEA soluble. Se usaron CTL positivos para CD8 
humanos estimulados como células efectoras. La citotoxicidad frente a células diana CEA+ se muestra para SEQ ID 45
NO.77 VHVLxAS VH-A240 VL, SEQ ID NO.77 VHVLxB9 VH-A240 VL, SEQ ID NO.77 VHVLxD8 VH-A240 VL, SEQ 
ID NO.77 VHVLxCEAI VH-A240 VL y SEQ ID NO.77 VHVLxCEAI VLVH. 

Figura 18: Ensayo citotóxico de las construcciones monocatenarias biespecíficas reactivas para CEA indicadas 
redirigidas a células CHO transfectadas con CEA, en ausencia de CEA soluble. Se usaron CTL positivos para CD8 
humanos estimulados como células efectoras. La actividad citotóxica se muestra para SEQ ID NO.77 VHVLxA240 50
VL-AS VH, SEQ ID NO.77 VHVLxA240 VL-B9 VH, SEQ ID NO.77 VHVLxA240 VL-D8 VH, y SEQ ID NO.77 VHVLx 
A240VL-CEAI VH y SEQ ID NO.77 VHVLxCEAI VLVH.

Figura 19: Ensayo citotóxico de las construcciones monocatenarias biespecíficas reactivas para CEA indicadas 
redirigidas a células CHO transfectadas con CEA en presencia de un incremento en las cantidades de antígeno CEA 
soluble. Se usaron CTL positivos para CD8 humanos estimulados como células efectoras. La figura demuestra la 55
resistencia de la actividad citotóxica de construcciones de anticuerpos monocatenarios biespecíficos humanos a 
antígeno CEA soluble, como se ejemplifica para AS VH-A240 VLx SEQ ID NO.77 VHVL y B9 VH-A240 VLx SEQ ID 
NO.77 VHVL. 
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Figura 20: Ensayo citotóxico de las construcciones monocatenarias biespecíficas reactivas para CEA indicadas 
redirigidas a células CHO transfectadas con CEA en presencia de un incremento en las cantidades de antígeno CEA 
soluble. Se usaron CTL positivos para CD8 humanos estimulados como células efectoras. Las construcciones de 
anticuerpos monocatenarios biespecíficos humanos D8 VH-A240 VLxSEQ ID NO.77 VHVL y CEAI VH-A240 VLx 
SEQ ID NO.77 VHVL también muestran resistencia a antígeno CEA soluble. 5

Figura 21: Las construcciones monocatenarias biespecíficas reactivas para CEA indicadas se redirigieron a 
linfocitos T para lisar células CHO transfectadas con CEA, en ausencia de CEA soluble. Para demostrar la 
especificidad de la lisis redirigida, se incluyeron células CHO no transfectadas como control negativo. Se usaron CTL 
positivos para CD8 humanos estimulados como células efectoras. A240 VL-B9 VHxSEQ ID NO.77 VHVL, SEQ ID 
NO.77 VHVLxA240 VL-B9 VH, SEQ ID NO.77 VHVLxB9 VH-A240 VL, B9 VH-A240 VLxSEQ ID NO.77 VHVL, y SEQ 10
ID NO.77 VHVLxCEA I VHVL revelaron actividad citotóxica frente a células CHO transfectadas con CEA humano.

Figura 22: La construcción monocatenaria biespecífica reactiva para CEA indicada redirigió linfocitos T para lisar 
células CHO-CEA+ en presencia de un incremento en las cantidades de antígeno CEA soluble. Se usaron linfocitos 
T CD8+ humanos estimulados como células efectoras. La actividad citotóxica mediada por A240 VL-B9 VHx SEQ ID 
NO.77 VHVL es resistente a CEA soluble. 15

Figura 23: Cromatograma de intercambio catiónico de alta resolución de la construcción monocatenaria biespecífica 
A240 VL-B9 VHxSEQ ID NO.77 VHVL, la línea azul (curva superior) muestra las isoformas de carga global de la 
proteína. Se detectó un único máximo que muestra homogeneidad alta de la construcción. 

Figura 24: Ensayo de estabilidad de proteína basado en la evaluación de la citotoxicidad después de la incubación 
en plasma humano durante 24 h. La construcción monocatenaria biespecífica reactiva para CEA se redirigió a 20
células CHO transfectadas con CEA, en ausencia de CEA soluble. Se usaron CTL positivos para CD8 humanos 
estimulados como células efectoras. La figura demuestra la estabilidad en plasma de la construcción monocatenaria 
biespecífica A240 VLB9 VHxSEQ ID NO.77 VHVL en plasma humano. La actividad citotóxica de la construcción no 
se ve influenciada por las proteínas plasmáticas en condiciones fisiológicas. 

Figura 25: Cromatograma de intercambio catiónico de alta resolución de la construcción monocatenaria biespecífica 25
SEQ ID NO.77 VHVLxE12 VH-A240 VL, la línea azul (curva superior) muestra las isoformas de carga global de la 
proteína. La figura demuestra la homogeneidad de la construcción monocatenaria biespecífica SEQ ID NO.77 
VHVLxE12 VH-A240 VL. 

Figura 26: Ensayo de estabilidad de proteína basado en la evaluación de la citotoxicidad después de la incubación 
en plasma humano durante 24 h. La construcción monocatenaria biespecífica reactiva para CEA se redirigió a 30
células CHO transfectadas con CEA, en ausencia de CEA soluble. Se usaron CTL positivos para CD8 humanos 
estimulados como células efectoras. Esta figura demuestra la estabilidad en plasma de la construcción 
monocatenaria biespecífica SEQ ID NO.77 VHVLxE12 VH-A240 VL en plasma humano. La actividad citotóxica de la
construcción no se ve influenciada por las proteínas plasmáticas en condiciones fisiológicas. 

Figura 27: La construcción monocatenaria biespecífica reactiva para CEA indicada redirigió linfocitos T para lisar 35
células CHO-CEA+ en presencia de un incremento en las cantidades de antígeno CEA soluble. Se usaron linfocitos 
T CD8+ humanos estimulados como células efectoras. La actividad citotóxica mediada por la construcción 
monocatenaria biespecífica SEQ ID NO.77 VHVLxE12 VH-A240 VL es resistente a CEA soluble.

Los siguientes ejemplos ilustran la invención:

EJEMPLO 1: Generación de células CHO transfectadas con CEA humano (molécula de adhesión celular 40
relacionada con antígeno carcinoembrionario 5; CEACAM) 

Se usaron células Kato Ill positivas para CEA (línea celular de carcinoma gástrico humano; ATCC HTB-103) para 
obtener el ARN total que se aisló de acuerdo con las instrucciones del manual del kit (Qiagen, RNeasy Mini Kit). El 
ARN obtenido se usó para la síntesis de ADNc por transcripción inversa con cebado aleatorio. Para la clonación de 
la secuencia de longitud completa del antígeno CEA, se usaron los siguientes oligonucleótidos: 5’ CEACAM5 EcoRI 45
GMTTCGCCACCATGGAGTCTCCCTCGGCCCC (SEQ ID NO. 74) y 3’ CEACAM5 Sal I 
GTCGACCTATATCAGAGCMCCCC (SEQ ID NO. 75). Se usó una PCR (desnaturalización a 93 °C durante 5 min, 
hibridación a 58 °C durante 1 min, alargamiento a 72 °C durante 1 min para el primer ciclo; desnaturalización a 93 °C 
durante 1 min, hibridación a 58 °C durante 1 min, alargamiento a 72 °C durante 1 min durante 30 ciclos; extensión 
terminal a 72 °C durante 5 min) para amplificar la secuencia codificante. Posteriormente se digirió el producto de 50
PCR con EcoRI y Sall, se ligó en el vector de expresión apropiadamente digerido pEF-DHFR, y se transformó en 
E.coli. El ADN plasmídico aislado se secuenció y se comparó con la secuencia de nucleótidos establecida de 
CEACAM5 (NM_004363 en el National Center for biotechnology information, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Los 
procedimientos mencionados anteriormente se llevaron a cabo de acuerdo con protocolos estándar (Sambrook, 
Molecular Cloning; A Laboratory Manual, Cold Spring Harbour Laboratory Press, Cold Spring Harbour, New York 55
(1989; 2001). Se transfectó el clon con la secuencia nucleotídica verificada en células CHO deficientes en DHFR 
para la expresión eucariota de la construcción. La expresión de la proteína eucariota en células CHO deficientes en 
DHFR se realizó como se describe en Kaufmann (Kaufmann R.J., Methods Enzymol. 185 (1990), 537-566). La 
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amplificación génica de la construcción se indujo incrementando las concentraciones de MTX hasta una 
concentración final de MTX hasta 20 nM. Las células transfectadas se sometieron a prueba a continuación para 
determinar la expresión del antígeno CEA usando un ensayo FACS. Para este propósito, se incubaron 2,5x105

células transfectadas con 5 µg/ml del anticuerpo monoclonal murino COL-1 (No. MS-613-P1ABX, Neomakers; 
Fremont, CA, EE. UU.). La unión del anticuerpo se detectó con un anticuerpo específico de fragmento Fc-gamma, 5
anti-IgG de ratón caprino, del fragmento F(ab’)2 purificado por afinidad conjugado con R-ficoeritrina, diluido 1:100 en 
50 µI de PBS con FCS al 2 % (obtenido de Dianova, Hamburg, Alemania). Las células se analizaron por citometría 
de flujo en un FACS-Calibur (Becton Dickinson, Heidelberg). La tinción de FACS y la medida de la intensidad de 
fluorescencia se realizaron como se describe en Current Protocols in Immunology (Coligan, Kruisbeek, Margulies, 
Shevach y Strober, Wiley-lnterscience, 2002). Como resultado, los transfectantes demostraron una tinción 10
claramente positiva para el antígeno CEA humano. 

EJEMPLO 2: Generación de anticuerpos monocatenarios biespecíficos CEAxCD3 

En general, las moléculas de anticuerpos monocatenarios biespecíficos, comprendiendo cada una un dominio con 
especificidad de unión por el antígeno CEA humano así como un dominio desinmunizado con especificidad de unión 
por el antígeno CD3 humano representado en SEQ ID NO.77 se diseñaron como se expone en la tabla 1. La 15
disposición de las regiones V en este dominio de unión a CD3 siempre es VH-VL. El dominio de unión anti-CD3 
desinmunizado usado en los anticuerpos monocatenarios biespecíficos como se define en el presente documento se 
ha descrito previamente, por ejemplo, en el documento WO2005/040220.

1. Formatos de moléculas de anticuerpos monocatenarios biespecíficos que comprenden las especificidades anti-
CEA y anti-CD3 (tabla 1)20

SEQ ID NO. 
(secuencia de 
aminoácidos)

Formatos de construcciones de proteína 
(extremo N-terminal  extremo C terminal)

2 SEQ ID NO.77 VHVL x CEA I VLVH
4 SEQ ID NO.77 VHVL x CEA I VHVL
6 CEA I VLVH x SEQ ID NO.77 VHVL
8 CEA I VHVL x SEQ ID NO.77 VHVL
10 CEA II VHVL x SEQ ID NO.77 VHVL
12 CEA III VLVH x SEQ ID NO.77 VHVL
14 CEA III VHVL x SEQ ID NO.77 VHVL
16 CEA I VH-A240VL x SEQ ID NO.77 VHVL
18 A240VL - CEA I VH x SEQ ID NO.77 VHVL
20 SEQ ID NO.77 VHVL x CEA I VH – A240 VL
22 SEQ ID NO.77 VHVL x A240 VL - CEA I VH
24 A5 VH – A240 VL x SEQ ID NO.77 VHVL
26 A240 VL – A5 VH x SEQ ID NO.77 VHVL
28 SEQ ID NO.77 VHVL x A240 VL – A5 VH
30 SEQ ID NO.77 VHVL x A5 VH – A240 VL
32 B9 VH – A240 VL x SEQ ID NO.77 VHVL
34 A240 VL – B9 VH x SEQ ID NO.77 VHVL
36 SEQ ID NO.77 VHVL x B9 VH – A240 VL
38 SEQ ID NO.77 VHVL x A240 VL – B9 VH
40 D8 VH – A240 VL x SEQ ID NO.77 VHVL
42 A240 VL - D8 VH x SEQ ID NO.77 VHVL
44 SEQ ID NO.77 VHVL x D8 VH – A240 VL
46 SEQ ID NO.77 VHVL x A240 VL - D8 VH
126 A5 VH-A240 VL# x SEQ ID NO.77 VHVL
128 SEQ ID NO.77 VHVLxA5 VH-A240VL#
130 B9 VH-A240 VL# x SEQ ID NO.77 VHVL
132 SEQ ID NO.77 VHVLxB9 VH-A240VL#
134 D8 VH-A240 VL# x SEQ ID NO.77 VHVL
136 SEQ ID NO.77 VHVLxD8 VH-A240VL#
143 SEQ ID NO.77 VHVLxE12 VH-A240VL

Las construcciones mencionadas anteriormente que contienen las regiones de cadena ligera variable (VL) y cadena 
pesada variable (VH) específicas para el antígeno CEA humano derivadas de anticuerpos monoclonales, hibridomas 
u obtenidas por selección guiada por presentación en fagos (SGPF) se obtuvieron por síntesis génica y posterior 
clonación en un vector de expresión que comprende las combinaciones VH y VL específicas para CD3. La 25
generación de dichas construcciones monocatenarias biespecíficas también se puede llevar a cabo de acuerdo con 
técnicas recombinantes descritas, por ejemplo, en Sambrook (loc.cit.). Una instrucción detallada para la misma se 
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proporciona, por ejemplo, en el documento WO 99/054440.

El dominio de unión anti-CD3 corresponde a un dominio desinmunizado con especificidad de unión por el antígeno 
CD3 humano. La disposición de las regiones V del dominio de unión anti-CD3 desinmunizado en las construcciones 
monocatenarias biespecíficas descritas en el presente documento es siempre VH-VL. La secuencia de aminoácidos 
correspondiente de dicho dominio VH-VL se representa en SEQ ID NO. 77. CEAI, CEAII y CEAIII específicos para el 5
antígeno carcinoembrionario humano contienen las regiones de cadena ligera variable (VL) y cadena pesada 
variable (VH) derivadas del mAb A5B7 (Chester, K. A. et al., Int J Cancer 57 (1994), 67-72), T84.66 (Neumaier, M. et 
al., Cancer Res 50 (1990), 212834) y MFE-23 (Boehm, M. K. Biochem J 2 (2000), 519-28), respectivamente. A5, B9, 
D8, y E12 son regiones VH humanas específicas para CEA humano, mientras que A240 es una región VL humana 
con la misma especificidad. La generación de las regiones V de A5, B9, D8, E12 y A240 humanas se describe en 10
detalle en los ejemplos 6 y 7. Las secuencias de nucleótidos y aminoácidos correspondientes de todos los 
anticuerpos monocatenarios biespecíficos descritos en el presente documento se muestran en el listado de 
secuencias.

A continuación, la generación de la construcción CEA I VLVH x SEQ ID NO.77 VHVL (SEQ ID NO.6) se describe en 
más detalle. La generación de las otras construcciones mencionadas anteriormente se puede realizar en 15
consecuencia con la implementación necesaria de modificaciones para los procedimientos que son bien conocidos 
en el alcance del experto en la técnica.

Para generar moléculas de anticuerpos monocatenarios biespecíficos que comprenden la especificidad de CEAI 
mencionado anteriormente y la especificidad anti-CD3 desinmunizado (SEQ ID NO.77), en primer lugar, las regiones 
variables de CEAI obtenido por síntesis génica de acuerdo con protocolos estándar se tuvieron que modificar por 20
PCR para obtener el correspondiente fragmento de anticuerpo Fv monocatenario. Para este fin, se usó una PCR de 
fusión en dos etapas para amplificar la secuencia que codifica las regiones variables. Se diseñó un conjunto de 
cebadores apropiados para realizar las etapas de clonación basadas en PCR, dando como resultado finalmente un 
anticuerpo monocatenario que conecta los dos dominios variables con un enlazador de 15 aminoácidos ([Gly4Ser]3) 
en el orden VL-Enlazador-VH.25

En resumen, se usaron las siguientes combinaciones de cebadores:

Etapa 
PCR

Cebadores usados
Etapa 
PCR

Cebadores usados scFv resultante

1 5’CEAI LH + 3’CEAI VL Enlazador -> PCR de 
fusión

5’CEAI LH
+ 3’CEAI LH

CEAI LH
2 5’CEAI VH Enlazador + 3’CEAI LH ->

5’CEAI LH: 5’ AGGTGTACACTCCGACATTGAGCTCACCCAG 3’ (SEQ ID NO. 137)

3’CEAI VL Enlazador: 5’ GGAGCCGCCGCCGCCAGAACCACCACCACC TTTGATCTCGAGCTTGG 3’ (SEQ ID 
NO. 138)30

5’CEAI VH Enlazador: 5’ GGCGGCGGCGGCTCCGGTGGTGGTGGTTCT CAGGTCCAACTGCAGGAG 3’ (SEQ 
ID NO. 139)

3’CEAI LH: 5’ AATCCGGAGGAGACGGTGACCG 3’ (SEQ ID NO. 140)

Para generar el anticuerpo monocatenario, se realizaron dos PCR con las respectivas combinaciones de cebadores 
descritas anteriormente como etapa PCR 1 y 2. Durante esta PCR, se introdujeron secuencias complementarias 35
superpuestas en los productos de PCR (que derivan de los respectivos cebadores de enlazadores) que se combinan 
para formar la secuencia codificante del enlazador de 15 aminoácidos durante la posterior PCR de fusión. 
Posteriormente, los dominios VH y VL amplificados se unieron en esta PCR de fusión en la que solo se requirieron 
los cebadores externos y ambos productos de PCR. El anticuerpo de scFv resultante se flanquea en el extremo 5’ 
con el sitio de reconocimiento de enzima de restricción para BsrGI y en el extremo 3’ con el sitio de reconocimiento 40
de enzima de restricción para BspEI. La adición del sitio BsrGI se realizó para permitir la fusión en marco con la 
secuencia codificante de un péptido líder de inmunoglobulina murina como se describe en el documento 
WO2005/040220. El sitio BspEI se creó para permitir la fusión en marco con la secuencia que codifica el anticuerpo 
monocatenario específico de CD3 para generar el anticuerpo monocatenario biespecífico. Para llevar a cabo la 
fusión de los anticuerpos Fv monocatenarios y permitir la expresión eucariota, la secuencia codificante del 45
anticuerpo Fv monocatenario específico de CEA se clonó por medio de BsrGI y BspEI en el vector de expresión 
pEFDHFR (pEFDHFR se describió en Mack et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92 (1995) 7021-7025) que contiene el 
anticuerpo Fv monocatenario anti-CD3 desinmunizado como se describe en el documento WO2005/040220; en la 
presente invención denominado SEQ ID NO.77. Clones individuales de la construcción se aislaron y se 
secuenciaron con cebadores complementarios a regiones flanqueantes en el vector de expresión de acuerdo con 50
protocolos estándar (Sambrock, Molecular Cloning; A Laboratory Manual, 2ª edición, Cold Spring Harbour laboratory 
Press, Cold Spring Harbour, New York (1989)). Para experimentos adicionales, se seleccionó un clon de la 
construcción con una secuencia de nucleótidos seleccionada.
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2. Expresión y purificación de los anticuerpos monocatenarios biespecíficos CEAxCD3

Los anticuerpos monocatenarios biespecíficos se expresaron en células de ovario de hámster chino (CHO). La 
expresión eucariota de proteínas en células CHO deficitarias en DHFR se realizó como se describe en Kaufmann 
(loc. cit.). La amplificación de las construcciones se indujo incrementando las concentraciones de MTX hasta una 
concentración final de MTX hasta 20 nM. Después de dos pasos del cultivo estacionario, se hicieron crecer las 5
células en frascos rotatorios con medio DMEM modificado para CHO (HiQ®, HiClone) durante 7 días antes de la 
recogida. Se retiraron las células por centrifugación y el sobrenadante que contenía la proteína expresada se 
almacenó -20 ºC.

Para la cromatografía se usaron el sistema Äkta® FPLC (Pharmacia) y el programa informático Unicorn®. Todos los 
productos químicos eran de calidad de investigación y se compraron de Sigma (Deisenhofen) o Merck (Darmstadt). 10
Se realizó una cromatografía de afinidad de metales inmovilizados ("IMAC") usando una columna Fractogel® 
(Merck) que se cargó con ZnCl2 de acuerdo con el protocolo proporcionado por el fabricante. Se equilibró la columna 
con tampón A2 (tampón de fosfato de sodio 20 mM a pH 7,5, NaCl 0,4 M) y se aplicó el sobrenadante de cultivo 
celular (500 ml) a la columna (10 ml) a un caudal de 3 ml/min. Se lavó la columna con tampón A2 para retirar la 
muestra no unida. Se eluyó la proteína unida se eluyó usando un gradiente en 2 etapas de tampón B2 (tampón de 15
fosfato de sodio 20 mM a pH 7,5, NaCl 0,4 M, imidazol 0,5 M) de acuerdo con lo siguiente:

Etapa 1: tampón B2 al 20 % en 6 volúmenes de columna;

Etapa 2: tampón B2 al 100 % en 6 volúmenes de columna.

Las fracciones de proteína eluida a partir de la etapa 2 se agruparon para su purificación adicional.

Se realizó una cromatografía de filtración en gel en una columna Sephadex S200 HiPrep (Pharmacia) equilibrada 20
con PBS (Gibco). Las muestras de proteína eluidas (caudal 1 ml/min) se sometieron a SDS-PAGE estándar y 
análisis de bandas western para su detección. Antes de la purificación, se calibró la columna para la determinación 
del peso molecular (kit de marcadores de peso molecular, Sigma MW GF-200). Se determinaron las concentraciones 
de proteína usando un colorante de ensayo de proteínas (MicroBCA, Pierce) e IgG (Biorad) como proteína estándar.

Se aislaron los anticuerpos monocatenarios biespecíficos CEAxCD3 en un procedimiento de purificación de dos 25
etapas de IMAC y filtración en gel. El producto principal tenía un peso molecular de aproximadamente 52 kDa en 
condiciones naturales, como se determina por filtración en gel en PBS. Este peso molecular corresponde al 
anticuerpo monocatenario biespecífico. Todas las construcciones se purificaron de acuerdo con este procedimiento.

La proteína de anticuerpo monocatenario biespecífico purificada se analizó en SDS PAGE en condiciones 
reductoras realizada con geles bis-tris preformados al 4-12 % (Invitrogen). La preparación y la aplicación de las 30
muestras se realizaron de acuerdo con el protocolo proporcionado por el fabricante. Se determinó el peso molecular 
con patrón proteínico MultiMark (Invitrogen). El gel se tiñó con Coomassie coloidal (protocolo de Invitrogen). La 
pureza de la proteína aislada fue de un > 95 %, como se determinó por SDS-PAGE.

El análisis de bandas western se realizó usando una membrana Optitran® BA-S83 y el módulo de bandas de 
Invitrogen de acuerdo con el protocolo proporcionado por el fabricante. Se usaron anticuerpos dirigidos contra la 35
marca His (Penta His, Qiagen) e Ig de cabra anti-ratón marcada con fosfatasa alcalina (AP) (Sigma) y BCIP/NBT 
(Sigma) como sustrato. El anticuerpo monocatenario biespecífico se pudo detectar específicamente por análisis de 
bandas western. Se detectó una única banda a 52 kD correspondiente a la molécula de anticuerpo monocatenario 
biespecífico purificado.

3. Análisis de unión por citometría de flujo de los anticuerpos monocatenarios biespecíficos CEAxCD340

Para someter a prueba la funcionalidad de las construcciones con respecto a la capacidad de unión a CEA humano 
unido a membrana y CD3 humano, se realizó el análisis FACS. Para este propósito, se usaron células CHO 
transfectadas con CEA humano y la línea celular de leucemia de linfocitos T humanos positivos para CD3 HPB-AII 
(DSMZ, Braunschweig, ACC483). Se incubaron 200.000 células CHO positivas para CEA o 200.000 células HPB-AII 
durante 30 min en hielo con 50 µl del sobrenadante celular puro de cultivos de células CHO expresando cada uno 45
anticuerpos biespecíficos con diferentes disposiciones de regiones VH y VL de CEA y CD3 (como se describe 
anteriormente). Las células se lavaron dos veces en PBS y la unión de la construcción se detectó con un anticuerpo 
Penta His murino no marcado (diluido 1:20 en 50 µl de PBS con FCS al 2 %; Qiagen), que se une específicamente a 
la construcción unida a célula por medio de la marca histidina C terminal de la construcción. Siguió una etapa de 
lavado para retirar el anticuerpo Penta His murino no unido. Se detectaron los anticuerpos anti-His unidos con un 50
anticuerpo específico de Fc gamma (Dianova) conjugado con ficoeritrina, diluido 1:100 en 50 μl de PBS con FCS al 
2 %. Como control positivo para la unión a CEA humano, se ha usado el anticuerpo monoclonal Col-1 (véase el 
ejemplo 3). Para el control de la unión a CD3 humano, se ha utilizado una construcción monocatenaria biespecífica 
CD19xCD3 como se describe en el documento WO 99/054440. Como control negativo, se usó medio de cultivo 
recién preparado en lugar de sobrenadante de cultivo.55

Las células se analizaron por citometría de flujo (FACS-Calibur; Becton Dickinson, Heidelberg). La tinción de FACS y 
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la medida de la intensidad de fluorescencia se realizaron como se describe en Current Protocols in Immunology 
(Coligan, Kruisbeek, Margulies, Shevach y Strober, Wiley-lnterscience, 2002).

Como se muestra en figura 1, varias disposiciones de dominios de los anticuerpos monocatenarios biespecíficos, es 
decir, CEAI VHVLxSEQ ID NO.77 VHVL (SEQ ID NO. 8), CEAI VLVHxSEQ ID NO.77 VHVL (SEQ ID NO. 6), CEAII 
VHVLxSEQ ID NO.77 VHVL (SEQ ID NO. 10), CEAIII VLVHxSEQ ID NO.77 VHVL (SEQ ID NO. 12) y CEAIII 5
VHVLxSEQ ID NO.77 VHVL (SEQ ID NO. 14), se unieron al CEA unido a membrana humano y CD3 humano. Como 
control negativo, se han usado medio de cultivo y los anticuerpos de detección 1. y 2.

EJEMPLO 3: Unión de los anticuerpos monocatenarios biespecíficos CEAxCD3 a CEA humano soluble

Para determinar la especificidad frente a CEA humano soluble, varios anticuerpos monocatenarios biespecíficos 
CEAxCD3 se sometieron a prueba en ELISA.10

Para este fin, en primer lugar, se biotiniló el antígeno CEA humano soluble. La biotinilación se llevó a cabo PBS que 
contenía DMSO al 5 % (Sigma) con un exceso molar de quince veces de EZ-Link Sulfo NHS-LC-LC-Biotin (Pierce) 
durante 1 hora a temperatura ambiente en un mezclador de muestras (Dynal). Para la separación de la biotina libre y 
el antígeno CEA biotinilado, el ensayo se dializó en exceso frente a PBS de acuerdo con protocolos estándar. La 
bioactividad mantenida del CEA marcado con biotina se confirmó en experimentos de unión de ELISA.15

El ELISA directo para determinar la especificidad del anticuerpo monocatenario biespecífico CEAxCD3 frente a CEA 
humano soluble se llevó a cabo de acuerdo con procedimientos estándar. En resumen, se inmovilizaron 50 µl/pocillo 
de PBS o CEA humano biotinilado soluble (Abeam; 5 µg/ml en 1xPBS) en una placa de ELISA recubierta de 
estreptavidina de 96 pocillos (Nunc) incubando a 4 °C durante aproximadamente 16 horas. Después de lavar con 
200 µl de agua por pocillo, se añadieron 200 µl de solución de bloqueo (PBS/3 % BSA). Después del bloqueo 20
durante 1 h a temperatura ambiente, se retiró la solución de bloqueo. Todas las posteriores etapas de lavado 
(200 µl/pocillo de 1xPBS/0,05 % (v/v) Tween20) e incubación se realizaron a temperatura ambiente. Después de 
lavar una vez, los anticuerpos monocatenarios biespecíficos CEAI VHVLxSEQ ID NO.77 VHVL (SEQ ID NO. 8; parte 
anti-CEA derivada de mAb A5B7), CEAII VHVLxSEQ ID NO.77 VHVL (SEQ ID NO. 10; parte anti-CEA derivada de 
mAb T84.66), y CEAIII VHVLxSEQ ID NO.77 VHVL (SEQ ID NO. 14; parte anti-CEA derivada de mAb MFE-23), y el 25
anticuerpo monoclonal de ratón CEA/CD66 Ab-3 (Col-1; Dunn) se incubaron en diferentes concentraciones 
(0,5 µg/ml y 5 µg/ml en 1xPBS; 50 µl/pocillos) durante 1 hora. Se añadió 1xPBS (50 µl/pocillo) como control para la 
unión no específica. Se realizaron 3 etapas de lavado seguidas de adición de 50 µl/pocillo de IgG Penta-His (Qiagen; 
(µg/ml en 1xPBS) para la detección de los anticuerpos monocatenarios biespecíficos marcados con His. 
Posteriormente, los pocillos se lavaron 3 veces y se incubaron con 50 µl de un anticuerpo específico de Fc gamma 30
antimurino de cabra marcado con peroxidasa de rábano picante (Jackson ImmuneResearch; 1:1000 en 1xPBS) 
durante 1 hora. Después de lavar 3 veces, el ELISA se desarrolló añadiendo solución de sustrato ABTS (Roche) y la 
absorbancia se midió a una longitud de onda de 405 nm.

La figura 2 muestra la absorbancia de los diferentes anticuerpos monocatenarios biespecíficos detectados en el 
ELISA. Los anticuerpos monocatenarios biespecíficos CEAI VHVLxSEQ ID NO.77 VHVL (SEQ ID NO. 8; parte anti-35
CEA derivada de mAb A5B7), CEAII VHVLxSEQ ID NO.77 VHVL (SEQ ID NO. 10; parte anti-CEA derivada de mAb 
T84.66), y CEAIII VHVLxSEQ ID NO.77 VHVL (SEQ ID NO. 14; parte anti-CEA derivada de mAb MFE-23) y el 
anticuerpo monoclonal de ratón Col-1 se unieron específicamente a CEA humano soluble. No se observó ninguna 
señal de unión en ausencia del antígeno CEA (control con PBS). En resumen, los dominios de unión anti-CEA 
derivados de los mAb A5B7, T84.66 y MFE-23 se unen a CEA tanto soluble como unido a membrana.40

EJEMPLO 4: Bioactividad de anticuerpos monocatenarios biespecíficos CEAxCD3

La bioactividad de los anticuerpos monocatenarios biespecíficos CEAxCD3 generados por ensayos de citotoxicidad 
de liberación de cromo in vitro usando la línea celular de carcinoma gástrico humano Kato III o las células CHO 
transfectadas con CEA humano como células diana y linfocitos T positivos CD8 humanos estimulados o PBMC 
naturales como células efectoras, respectivamente.45

La generación de los linfocitos T CD8+ estimulados se realizó como sigue:

Una placa Petri (145 mm de diámetro, Greiner bio-one) se precubrió con un anticuerpo anti-CD3 (OKT3 Janssen-
Cilag GmbH, Orthoclone 1 mg/ml; concentración final 1 µg/ml) y un anticuerpo anti-CD28 (BD, 1 mg/ml; 
concentración final 1 µg/ml) durante 1 hora a 37 °C. Después del período de incubación, la proteína no unida se 
retiró por una etapa de lavado con PBS. Se aislaron las PBMC recién obtenidas a partir de sangre periférica (30 - 50 50
ml) por centrifugación en gradiente de Ficoll de acuerdo con protocolos estándar. Se añadieron 3 - 5 x 10

7
PBMC a 

la placa de Petri recubierta previamente en 150 ml de RPMI 1640 / FCS al 10 % / IL-2 20 U/ml (Proleukin, Chiron) y 
se estimularon durante 2 días. Al tercer día, las células se recogieron, se lavaron una vez con RPMI 1640 y se 
transfirieron a un matraz T grande. Se añadió IL-2 hasta una concentración final de 20 U/ml y se cultivó de nuevo 
durante un día. Los CD8+ CTL se aislaron con ayuda del kit de aislamiento CD8 negativo (Dynal Biotech) siguiendo 55
las instrucciones del manual. Las PBMC naturales se usaron directamente después de la centrifugación en gradiente 
de Ficoll sin el procedimiento de estimulación. Las células diana se lavaron dos veces con PBS y se marcaron con 
11,1 MBq de 51Cr en un volumen final de 100 µl de RPMI con FCS al 50 % durante 45 minutos a 37 °C. 
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Posteriormente, las células diana marcadas se lavaron 3 veces con 5 ml de RPMI y después se usaron en el ensayo 
de citotoxicidad. El ensayo se realizó en una placa de fondo redonde de 96 pocillos en un volumen total de 250 µl de 
RPMI complementado (como antes) con una proporción E:T de 10:1 correspondiente a 5000 células diana y 50000 
células efectoras por pocillo. Para la evaluación de las construcciones, se aplicaron una concentración de partida de 
1 µg/ml de las moléculas monocatenarias biespecíficas en el volumen de ensayo y diluciones de 12 veces de las 5
mismas. El tiempo de ensayo fue de 18 horas y la citotoxicidad se midió como valores relativos de cromo liberado en 
el sobrenadante en relación con la diferencia de lisis máxima (adición de Triton-X) y lisis espontánea (sin células 
efectoras). Todas las medidas se realizaron por triplicado. La medida de la actividad del cromo en los sobrenadantes 
se realizó con un contador gamma Wizard 3" (Perkin Elmer Life Sciences GmbH, Colonia, Alemania). El análisis de 
los datos experimentales se realizó con Prism 4 para Windows (versión 4.02, GraphPad Software Inc., San Diego, 10
California, EE. UU.). Típicamente, las curvas sigmoidales de respuesta a dosis tuvieron valores de R

2
> 0,90, 

determinados por el programa informático. Los valores de CE50 calculados por el programa de análisis se usaron 
para la comparación de la bioactividad.

La figura 3 muestra la actividad citotóxica frente a células diana transfectadas con CEA humano (células CHO-CEA+) 
para varias disposiciones de dominios, es decir, para SEQ ID NO.77 VHVLxCEAl VHVL (SEQ ID NO. 4) y SEQ ID 15
NO.77 VHVLxCEAl VLVH (SEQ ID NO. 2) (ambas construcciones con parte anti-CD3 de forma N-terminal), así como 
para CEAI VLVHxSEQ ID NO.77 VHVL (SEQ ID NO. 6) y CEAI VHVLxSEQ ID NO.77 VHVL (SEQ ID NO. 8) (anti-
CD3 de forma C-terminal). Se usaron células CHO no transfectadas (carentes de CEA humano) como control 
negativo.

En la figura 4, CEAI VHVLxSEQ ID NO.77 VHVL (SEQ ID NO. 8), CEAIII VLVHxSEQ ID NO.77 VHVL (SEQ ID NO. 20
12), CEAIII VHVLxSEQ ID NO.77 VHVL (SEQ ID NO. 14), y CEAII VHVLxSEQ ID NO.77 VHVL (SEQ ID NO. 10) 
presentaron actividad citotóxica frente a células CHO transfectadas con CEA humano. Se usaron células CHO no 
transfectadas (carentes de CEA humano) como control negativo. Como se ha expuesto anteriormente, CEAI indica 
una región variable derivada del mAb murino A5B7, CEAII es una región variable derivada del mAb murino T84.66 y 
CEAIII se refiere a una región variable del mAb murino MFE-23.25

En resumen, todas las construcciones sometidas a prueba mostraron actividad citotóxica frente a células Kato III que 
expresan CEA (humano) y células CHO transfectadas con CEA humano, en ausencia de CEA humano soluble.

EJEMPLO 5: Bioactividad de anticuerpos monocatenarios biespecíficos CEAxCD3 específicos en presencia 
de antígeno CEA soluble

Los ensayos de competición se realizan como se describe en el ejemplo 4, con la siguiente excepción: La 30
bioactividad de los anticuerpos monocatenarios biespecíficos CEAxCD3 se somete a prueba en presencia de varias 
concentraciones de antígeno CEA humano soluble. El antígeno CEA humano soluble (AbCAM Ltd. Cambridge, 
Reino Unido) usado se aisló de un carcinoma colónico metastásico del hígado de un único paciente. 
Experimentalmente, el ensayo de competición se llevó a cabo por preincubación de una cantidad dada del 
anticuerpo monocatenario biespecífico con el incremento en las cantidades de antígeno CEA humano soluble (0 35
µg/ml; 0,1 µg/ml; 1 µg/ml, o bien 0 µg/ml; 0,004 µg/ml; 0,02 µg/m; 0,1 µg/ml; 0,5 µg/ml; 1 µg/ml) durante 30 minutos a 
37°C antes de la adición de las células. El resto del ensayo se llevó a cabo como se describe en el ejemplo 4. Los 
resultados de estos experimentos de competición se muestran en las figuras 5 a 11.

La actividad citotóxica de los anticuerpos monocatenarios biespecíficos CEAII VHVLxSEQ ID NO.77 VHVL (SEQ ID 
NO. 10; véanse las figuras 7 y 9 a 11) con la parte anti-CEA derivada del mAb T84.66, y CEAIII VLVHxSEQ ID NO.40
77 VHVL (SEQ ID NO. 12; véase la figura 8) con la región anti-CEA derivada del mAb MFE-23, frente a células diana 
positivas para CEA humano se inhibió drásticamente por el incremento en las cantidades de antígeno CEA humano 
soluble. Como se ha expuesto anteriormente, dichas construcciones se unen al antígeno CEA tanto unido a 
membrana como CEA humano soluble; véanse por ejemplo, los ejemplos 2 y 3 y las figuras 1 y 2. Por tanto, lo más 
probablemente, el CEA humano soluble evita que dicha parte anti-CEA de dichos anticuerpos monocatenarios 45
biespecíficos se una al CEA unido a membrana humano en las células diana, por ejemplo, células tumorales CHO-
CEA+ o Kato III, inhibiendo de este modo la actividad citotóxica mediada por dichas construcciones de anticuerpos.

Por el contrario, sorprendentemente se ha descubierto que los anticuerpos monocatenarios biespecíficos con una 
parte anti-CEA derivada del mAb A5B7 son resistentes a CEA humano soluble: Por ejemplo, la actividad citotóxica 
mediada por CEAI VLVHxSEQ ID NO.77 VHVL (SEQ ID NO. 6; véase la figura 5), CEAI VHVLxSEQ ID NO.77 VHVL 50
(SEQ ID NO. 8; véanse las figuras 5, 8 y 10), SEQ ID NO.77 VHVLxCEAl VHVL (SEQ ID NO. 4; véase la figura 6) y 
SEQ ID NO.77 VHVLxCEAl VLVH (SEQ ID NO. 2; véase la figura 6) no se inhibe por el incremento en las cantidades 
de CEA humano soluble, ni tampoco por concentraciones altas (1 µg/ml). Esto no se podía esperar en vista del 
hecho de que la parte anti-CEA de dichos anticuerpos monocatenarios biespecíficos se unen a CEA humano soluble 
(figura 2). Más bien, se podía haber esperado la inhibición de la actividad citotóxica frente a células diana positivas 55
para CEA por el incremento en las cantidades de CEA humano soluble, como era el caso para construcciones 
derivadas de T84.66- y MFE-23; véase anteriormente.

Por tanto, la presente invención proporciona composiciones farmacéuticas con actividad antitumoral citotóxica 
incluso en presencia de niveles altos de antígeno CEA soluble. Por lo tanto, estas composiciones farmacéuticas son 
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particularmente adecuadas para el tratamiento de pacientes con tumores con concentraciones de antígeno CEA 
soluble altas en su plasma, tales como pacientes con tumores progresivos epiteliales, tumores epiteliales 
metastásicos, carga/masa tumoral alta, tumores en estadio tardío epiteliales o pacientes con tumores con una 
concentración sérica de CEA mayor de 100 ng/ml, como se determina por ELISA.

EJEMPLO 6: Selección de regiones VL humanas5

Para proporcionar composiciones farmacéuticas con una reducción en la inmunogenicidad cuando se administran a 
pacientes con cáncer, se han generado anticuerpos monocatenarios biespecíficos humanos con resistencia a 
antígeno CEA soluble. En una primera etapa, se han aislado regiones VL humanas con resistencia a CEA soluble. 
Por tanto, el objetivo de este experimento es la selección de regiones VL humanas que se puedan emparejar con la 
VH murina materna del anticuerpo monoclonal (mAb) A5B7.10

1. Biotinilación del antígeno CEA humano soluble

Para la selección de la colección de fagos, se biotiniló el antígeno CEA soluble. La biotinilación se llevó a cabo PBS 
que contenía DMSO al 5 % (Sigma) con un exceso molar de quince veces de EZ-Link Sulfo NHS-LC-LC-Biotin 
(Pierce) durante 1 hora a temperatura ambiente en un mezclador de muestras (Dynal). Para la separación de la 
biotina libre y el antígeno CEA biotinilado, el ensayo se dializó en exceso frente a PBS de acuerdo con protocolos 15
estándar. La bioactividad mantenida del CEA marcado con biotina se confirmó en experimentos de unión de ELISA.

2. Aislamiento de ARN de linfocitos B humanos

Se extrajeron 100 ml de sangre de cinco donantes humanos sanos. Las células mononucleares de sangre periférica 
(PBMC) se aislaron por un gradiente de Ficoll de acuerdo con procedimientos estándar. El ARN total se aisló de las 
células aisladas usando el kit RNeasy® Midi Kit (QIAGEN) siguiendo las instrucciones del fabricante. El ADNc se 20
sintetizó de acuerdo con procedimientos estándar (Sambrook, Cold Spring Harbor Laboratory Press 1989,2001).

3. Amplificación por PCR de regiones de cadena ligera variables (regiones VL)

Para el aislamiento de ADN con región V de cadena ligera, se llevó a cabo una RT-PCR usando los conjuntos de 
cebadores V-kappa- (5’-huVK1-Sacl-2001 (5’-GAGCCGCACG AGCCCGAGCT CCAGATGACC 30 CAGTCTCC-3’) 
(SEQ ID NO. 78), 5’-huVK2/4-Sacl-2001 (5’-GAGCCGCACG AGCCCGAGCT CGTGATGACY CAGTCTCC-3’) (SEQ 25
ID NO. 79), 5’-huVK3-Sacl-2001 (5’-GAGCCGCACG AGCCCGAGCT CGTGWTGACR CAGTCTCC-3’) (SEQ ID NO. 
80), 5’-huVK5-Sacl-2001 (5’-GAGCCGCACG AGCCCGAGCT CACACTCACG CAGTCTCC-3’) (SEQ ID NO. 81), 5’-
huVK6-Sacl-2001 (5’-GAGCCGCACG AGCCCGAGCT CGTGCTGACT CAGTCTCC-3’) (SEQ ID NO. 82), 3’-hu-Vk-
J1-Spel-BsiWI (5’-GACGACACTA GTTGCAGCCA CCGTACGTTT GATTTCCACC TTGGTCC-3’) (SEQ ID NO. 83), 
3’-hu-Vk-J2/4-Spel-BsiWI (5-GACGACACTA GTTGCAGCCA CCGTACGTTT GATCTCCASC TTGGTCC-3’) (SEQ ID 30
NO. 84), 3’-hu-Vk-J3-Spel-BsiWI (5’-GACGACACT A GTTGCAGCCA CCGTACGTTT GATATCCACT TTGGTCC-3’) 
(SEQ ID NO. 85), 3’-hu-Vk-J5-Spel-BsiWI (5-GACGACACTA GTTGCAGCCA CCGTACGTTT AATCTCCAGT 
CGTGTCC-3’) (SEQ ID NO. 86)) y V lambda (5’-huVL1a-Sacl-2001 (GAG CCG CAC GAG CCC GAG CTC GTG 
TTG ACG CAG CCG CCC TC) (SEQ ID NO. 87), 5’-huVL1b-Sacl-2001 (GAG CCG CAC GAG CCC GAG CTC GTG 
CTG ACT CAG CCA CCC TC) (SEQ ID NO. 88), 5’-huVL2-Sacl-2001 (GAG CCG CAG GAG CCC GAG CTC GCC 35
CTG ACT CAG CCT SCC TCC GT) (SEQ ID NO. 89), 5’-huVL4-Sacl-2001 (ACC TGC GAG CTC GTG CTG ACT 
CAR YCM YCC TCT GC) (SEQ ID NO. 90), 5’-huVL5-Sacl-2001 (ACC TGC GAG CTC GTG CTG ACT CAG CCR 
SCT TCC) (SEQ ID NO. 91), 5’-huVL6-Sacl-2001 (ACC TGC GAG CTC ATG CTG ACT CAG CCC CAC TC) (SEQ 
ID NO. 92), 5’-huVL3/9-Sacl-2001 (GAG CCG CAC GAG CCC GAG CTC GWG CTG ACT CAG CCA CCY TC) (SEQ 
ID NO. 93), 5’-huVL7/8-Sacl-2001 (GAG CCG CAC GAG CCC GAG CTC GTG ACY CAG GAG CCM TC) (SEQ ID 40
NO. 94), 3’-hu-Vlam-Blnl-Spel-2001 (CGT GGG ACT AGT CTT GGG CTG ACC TAG GAC GGT) (SEQ ID NO. 95), 
3’-hu-Vlam2-Blnl-Spel-2002: CGT GGG ACT AGT CTT GGG CTG ACC GAG GAC GGT) (SEQ ID NO. 96).

El ARN de linfocitos B humanos se transcribió en ADNc (como se describe anteriormente) y se usó como ADN 
molde en las reacciones de PCR. Por reacción de PCR, se combinó un cebador en 5’ con un cebador en 3’. El 
número de diferentes reacciones de PCR se determinó por el número de combinaciones posibles de cebadores en 5’ 45
y 3’. El siguiente programa de PCR se usó para la amplificación: la desnaturalización a 94°C durante 15 segundos, 
hibridación de cebadores a 52°C durante 50 segundos y extensión de cebadores a 72°C durante 90 segundos se 
realizaron durante 40 ciclos, seguido de extensión final a 72°C durante 10 minutos. A continuación, los fragmentos V 
de ADN de cadena ligera se aislaron de acuerdo con protocolos estándar.

4. Construcción de la colección - clonación de la fracción VL humana50

En general, se construyó una colección de presentación en fagos basada en procedimientos estándar, como se 
divulga, por ejemplo, en “Phage Display: A Laboratory Manual”; Ed. Barbas, Burton, Scott & Silverman; Cold Spring 
Harbor Laboratory Press, 2001.

Los cebadores elegidos para la amplificación de PCR dieron lugar a los sitios de reconocimiento 5’-Sacl y 3’-Spel 
para los fragmentos V de cadena ligera. Se establecieron cuatro reacciones de unión, consistiendo cada una en 400 55
ng de fragmentos de cadena ligera (digerido Sacl-Spel, 2 x kappa y 2 x lambda) y 1400 ng del fagémido 
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pComb3H5BHis (digerido Sacl-Spel; fragmento grande; este vector se describe en la tesis doctoral del Dr. Ralf 
Lutterbuse. Las cuatro fracciones de cadena ligera V de anticuerpo resultantes se transformaron cada una en 300 µl 
de XL1 Blue de Escherichia coli electrocompetentes por electroporación (2,5 kV, cubeta de 0,2 cm de paso, 25 mF, 
200 Ohm, Biorad Gene Pulser) dando como resultado tamaños de colecciones de 

kappa1: 2x1085

kappa2: 6x107

lambda1: 9x107

Iambda2: 6x107

clones independientes.

Los fragmentos de ADN kappa (cadena ligera) de las diferentes amplificaciones de PCR se pesaron para cada unión 10
como sigue: Cada cebador en 5’ define un grupo específico. Dentro de estos grupos, los cebadores en 3’ definen los 
subgrupos. Los subgrupos kappa se pesaron 1:2:1:1 correspondientes a los cebadores 3’-hu-Vk-J1-Spel-BsiWI : 3’-
hu-Vk-J2/4-Spel-BsiWI : 3’-hu-Vk-J3-Spel-BsiWI : 3’-hu-Vk-J5-Spel-BsiWI. Los grupos se pesaron de acuerdo con su 
distribución de línea germinal 1:1:1:0.2:0.2 correspondiente a los cebadores 5’-huVK1-Sac-2001 : 5’-huVK3-Sac-
2001 : 5’-huVK2/4-Sac-2001 : 5’-huVK5-Sac-2001 : 5’-huVK6-Sac-2001.15

Los fragmentos de ADN lambda (cadena ligera) de las diferentes amplificaciones de PCR se pesaron para cada 
unión como sigue: Cada cebador en 5’ define un grupo específico. Dentro de estos grupos, los cebadores en 3’ 
definen los subgrupos. Los subgrupos lambda se pesaron 3:1 correspondientes a los cebadores 3’-hu-Vlam-Blnl-
Spel-2001: 3’-hu-Vlam2-Blnl-Spel-2002.

Los grupos se pesaron de acuerdo con su distribución de línea germinal 1:1:2:2:2:3 correspondiente a los cebadores 20
5’-huVL1a-Sacl-2001: 5’-huVL1b-Sacl-2001 : 5’-huVL2-Sacl-2001: 5’-huVL4-Sacl-2001 + 5’-huVL5-Sacl-2001 : 5’-
huVL6-Sacl-2001 + 5’-huVL7/8-Sacl-2001 : 5’-huVL3/9-Sacl-2001.

Después de la electroporación, cada reacción se incubó en caldo SOC (Fluka) para la expresión del fenotipo. Los 
dos cultivos de kappa se combinaron así como los dos cultivos de lambda. El cultivo de kappa resultante y el cultivo 
de lambda resultante se incubaron a continuación cada uno en 500 ml de medio de selección SB que contenía 50 25
µg/ml de carbenicillina y un 2 % p/v de glucosa durante la noche. El día siguiente, las células se recogen por 
centrifugación y se llevó a cabo la preparación de plásmidos usando un kit de preparación de plásmidos 
comercialmente disponible (Qiagen).

5. Construcción de la colección de anticuerpos - VL humana - VH materna

Se realizó una PCR para amplificar la VH materna del mAb A5B7 a partir de un vector que contenía dicha VH 30
materna. Para la amplificación, se siguió un protocolo de PCR de acuerdo con procedimientos estándar usando el 
cebador en 5’ 5’-AVH-Xhol (5’-GTC ACA CTC GAG TCA GGA GGC TTG GTA C-3’) (SEQ ID NO. 97) y el cebador 
en 3’ 3’-AVH-BstEII (5’-GTC ACA GGT GAC CGT GGT CCC TTG GCC CCA G-3’ (SEQ ID NO. 98). Después de la 
purificación del producto de amplificación de aproximadamente 350 pb a partir de un gel de agarosa analítico, el 
fragmento de ADN se cortó con las enzimas de restricción BstEII y Xhol. El fagémido pComb3H5BHis (este vector se 35
describe en la tesis doctoral del Dr. Ralf Lutterbiise) se digirió en consecuencia y el fragmento grande se unió con el 
fragmento mencionado anteriormente. Después de la transformación en XL1 blue de E. coli, se cultivó un único clon 
en 100 ml de medio SB (que contenía 50 µg/ml de carbenicillina) y el plásmido se preparó de acuerdo con protocolos 
estándar. La clonación exitosa se confirmó secuenciando la inserción (Sequiserve, Múnich).

Este vector pComb3H5BHis/maternalVH del mAb A5B7 se restringió con las enzimas de restricción Sacl y Spel. El 40
fragmento de vector grande se aisló. El ADN plasmídico que contenía la colección de Vkappa y de Vlambda se 
restringió con las enzimas de restricción Sacl y Spel. El fragmento pequeño Vkappa - y el Vlambda respectivo (cada 
uno de aproximadamente 350 pb) se aislaron de acuerdo con protocolos estándar. Se unieron 1200 ng del 
fragmento de vector con una mezcla de cada uno de 200 ng de ambos fragmentos de Vkappa y Vlambda. La 
reacción de unión se transformó en 300 µl de XL1 Blue de E. coli electrocompetente por electroporación (2,5 kV, 45
cubeta de 0,2 cm de paso, 25 mF, 200 Ohm) dando como resultado un tamaño de colección de scFv total de 
1.2 x 108 clones independientes.

Después de la expresión del fenotipo y la adaptación lenta a la carbenicilina, se transfirió la colección de anticuerpos 
a medio de selección SB-carbenicilina (50 µg/ml). A continuación, la colección de anticuerpos se infectó con una 
dosis infecciosa de 1 x 1012 partículas de fago colaborador VCSM13, dando como resultado la producción y 50
secreción de fago filamentoso M13, en el que cada partícula de fago contenía pComb3H5BHis-ADN monocatenario 
que codifica un fragmento scFv semihumano y presentó la proteína scFv correspondiente como una fusión 
traduccional a la proteína de cubierta del fago III.

6. Selección de presentación en fagos de una VL humana
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Las partículas de fagos que llevan el repertorio de scFv se recogieron del sobrenadante de cultivo por precipitación 
con PEG8000/NaCI y centrifugación. A continuación, aproximadamente de 1 x 1011 a 1 x 1012 partículas de fago 
scFv se resuspendieron en 0,5 ml de TBS/1 % BSA y se incubaron con CEA soluble biotinilado, que se inmovilizó en 
pocillos recubiertos con estreptavidina de una placa de ELISA (Nunc) durante 1 h. Una solución de 10 µg 
antígeno/ml PBS (50 µl) se incubó durante la noche a 4°C en los pocillos recubiertos con estreptavidina, se lavó una 5
vez con agua, seguido de bloqueo durante 1 hora a 37°C con 200 µl de BSA al 3 % en TBS, que se retiró después 
de la incubación.

Los fagos scFv que no se unieron específicamente al antígeno diana se eliminaron por etapas de lavado con 
TBS/0,05 % Tween. Este procedimiento de lavado se repitió hasta 10 veces en rondas adicionales.

Después de lavado, las entidades de unión se eluyeron usando HCI-glicina, pH 2,2. Después de la neutralización 10
con Tris 2 M, pH 12, el eluato se usó para la infección de un cultivo XL1 Blue de E. coli no infectado recién 
preparado.

Para eluir las restantes entidades de unión alta, se añadieron 50 µl de un cultivo de XL1 blue de E. coli recién 
preparado (DO600 ≥ 0,5) a los pocillos y se incubó durante 15 minutos. Ambos cultivos se mezclaron a continuación 
y las células transducidas exitosamente con una copia de fagémido, que codifica un fragmento scFv humano, se 15
seleccionaron de nuevo por su resistencia a carbenicilina y se infectaron posteriormente con el fago colaborador 
VCMS13 para comenzar el segundo ciclo de presentación de anticuerpos y selección in vitro.

El ADN plasmídico correspondiente a 4 ciclos de fijación se aisló a de los cultivos de E. coli. Para la producción de 
proteína scFv soluble, los fragmentos de ADN VH-VL se extirparon de los plásmidos (Xhol-Spel), y se clonaron por 
medio de los mismos sitios de restricción en el plásmido pComb3H5BFIag/His, en el que la construcción de 20
expresión (por ejemplo, scFv) incluye una marca Flag (TGDYKDDDDK) (SEQ ID NO. 99) entre el scFv y la marca 
His6 y las proteínas de fago adicionales se eliminan.

Después de la unión, se transformó cada fracción (diferentes ciclos de fijación) de ADN plasmídico en 100 µl de TG1 
de E. coli competente para choque térmico y se plaqueó sobre medio con carbenicilina LB-agar. Se recogieron 
colonias individuales y se inocularon en 120 µl de LB carb (50 µg/ml) glucosa al 1 % en placas de 96 pocillos 25
(Greiner). Los pocillos se sellaron con una membrana semipermeable (Greiner) y las placas se incubaron durante la 
noche a 37 °C en un incubador con agitación (placa madre). A continuación, se transfirieron 10 µl los cultivos de la 
placa madre en una segunda placa de 96 pocillos (placa de trabajo) que contenía 90 µl de LB carb (50 µg/ml) y 
glucosa al 0,1 % por pocillo. Después de la incubación durante 4 h en un incubador de agitación a 37 °C, la 
producción de scFv se indujo añadiendo 20 µl de LB carb e IPTG 6 mM a cada pocillo. Después de otra etapa de 30
incubación durante la noche a 30 °C con agitación, las células se lisaron en una incubación de 1 h a temperatura 
ambiente con 40 µl de tampón lisis (ácido bórico 400 mM, NaCI 320 mM, EDTA 4 mM pH 8, 2,5 mg/ml de lisozima). 
Las células residuales y los restos celulares se separaron por centrifugación durante 12 minutos a 1.900 x g 
(Hettich).

Los sobrenadantes que contenían las moléculas scFv se sometieron a prueba a continuación para determinar la 35
unión en ensayos de unión por citometría de flujo. Las células CHO transfectadas con CEA humano se usaron como 
línea celular positiva para CEA. Los ensayos de unión celular se llevaron a cabo incubando inicialmente entre 
100.000 y 200.000 células con preparación periplásmica que contenía scFv humano o controles relevantes. Después 
de la incubación, las células se lavaron en PBS/1 % FCS (suero fetal bovino) y se incubaron adicionalmente con 5-
10 µg/ml de anticuerpos anti-FLAG M2 (Sigma). Después de que se hayan lavado de nuevo las células, se 40
incubaron con anticuerpos antimurinos marcados con PE policlonales (Dianova) y posteriormente se analizaron por 
citometría de flujo. Se sometieron a prueba aproximadamente 600 clones para determinar señales de unión en 
células CHO positivas para CEA. Se obtuvieron 27 clones positivos. Después de la secuenciación del respectivo 
ADN scFv, se obtuvieron un total de 9 secuencias diferentes.

La figura 12 representa la unión de las nueve construcciones de scFv semihumanas diferentes (es decir, VH A5B7 45
murina-VL humana) para varias líneas celulares como se mide por análisis por citometría de flujo. La figura contiene 
múltiples diagramas, uno para cada construcción sometida a prueba. En cualquier diagrama dado, la distribución en 
color negro muestra la intensidad de fluorescencia para células incubadas solo con PBS solo en ausencia de 
cualquier construcción pero con todos los agentes de detección apropiados como se usa para la detección de los 
scFv. De esta forma, cualquier desplazamiento de fluorescencia observado se puede atribuir definitivamente a la 50
construcción scFv en lugar de a agentes de detección o al tampón. Los desplazamientos en fluorescencia que son 
indicativos de unión de construcción a la respectiva línea celular se representan por una línea gris en cada 
diagrama. En general, un desplazamiento de mayor magnitud lejos de, es decir, más allá del control (negro) indica 
una unión más fuerte, mientras que un desplazamiento de menor magnitud lejos de, es decir, más próximo al control 
(negro) indica una unión más débil.55

Se puede observar de la figura 12 que las construcciones A-121, A-183, A-240, A-313, A-290, A-315, A4-35, A4-52, 
MP2-A5 muestran desplazamientos claramente apreciables en la intensidad de fluorescencia en comparación con el 
control respectivo, indicativo de unión de los scFv a CEA unido a membrana en las células diana CHO. A 
continuación, la región VL humana de scFv A-240 (SEQ ID NO. 48) se ha seleccionados y usado para el aislamiento 
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de una región VH humana. Dicha región VL humana se representa en las SEQ ID NO. 63 (secuencia de nucleótidos) 
y 64 (secuencia de aminoácidos).

EJEMPLO 7: Construcción de las colecciones de anticuerpos y selección de presentación en fagos de 
regiones VH humanas resistentes al antígeno CEA soluble

El objetivo de los siguientes experimentos es la selección de un conjunto de regiones VH humanas resistentes al 5
antígeno CEA soluble que se empareja con la región VL humana de scFv A-240, seleccionada como se describe en 
el ejemplo 6. Dicha región VL humana se representa en las SEQ ID NO. 63 (secuencia de nucleótidos) y 64 
(secuencia de aminoácidos).

1. Aislamiento de ARN a partir de células mononucleares de sangre periférica (PBMC)

Se extrajeron 100 ml de sangre de cinco donantes humanos sanos. Las células mononucleares de sangre periférica 10
(PBMC) se aislaron por un gradiente de Ficoll de acuerdo con procedimientos estándar. El ARN total se aisló de 
PBMC usando el kit RNeasy® Midi Kit (QIAGEN) siguiendo las instrucciones del fabricante. El ADNc se sintetizó de 
acuerdo con procedimientos estándar (Sambrook, Cold Spring Harbor Laboratory Press 1989, 2001).

2. Amplificación por PCR de regiones de cadena pesada variables (regiones VH)

La colección de VH se construyó y se denominó Lib 134-VH. Esta colección de VH consiste en el repertorio humano 15
de FR1-CDR1-FR2-CDR2-FR3 de las regiones VH amplificadas con PCR de la fracción de PBMC descrita 
anteriormente, unidas de forma funcional al VH CDR3 del anticuerpo materno seguido de una secuencia de línea 
germinal FR4 humana.

Para el aislamiento de las regiones VH de molde humanas, se llevó a cabo una RT-PCR usando un conjunto de 
cebadores específicos de VH en 5’ (5’-huVH1,3,5-Xhol-2001 (5’-AGG TGC AGC TGC TCG AGT CTG G-3’) (SEQ ID 20
NO. 100), 5’-huVH4-Xhol-2001 (5’-CAG GTG CAG CTG CTC GAG TCG GG-3’) (SEQ ID NO. 101), 5’-huVH4B-Xhol-
2001 (5’-CAG GTG CAG CTA CTC GAG TGG GG-3’) (SEQ ID NO. 102)) y un conjunto de dos cebadores 
específicos de VH en 3’ (3’-hu-VH-BstEII-2001 (5’-CTG AGG AGA CGG TGA CC-3’) (SEQ ID NO. 103), 3’-hu-VH-J3-
BstEII-2001 (5’-CTG AAG AGA CGG TGA CC-3’) (SEQ ID NO. 104)). Por reacción PCR, un cebador en 5’ se 
combinó con un cebador en 3’; el número de reacciones PCR diferentes se determinó por el número de posibles 25
combinaciones de cebadores en 5’ y 3’. El ADNc de PBMC de cinco donantes se usó como fuente de genes VH. El 
siguiente programa de PCR se usó para la amplificación: la desnaturalización a 94°C durante 15 segundos, 
hibridación de cebadores a 52°C durante 50 segundos y extensión de cebadores a 72°C durante 60 segundos se 
realizó durante 40 ciclos, seguido de extensión final a 72°C durante 10 minutos. Los productos de amplificación con 
un tamaño de aproximadamente 350 pb se aislaron de acuerdo con procedimientos estándar.30

Para el aislamiento de regiones Lib 134-VH, se llevó a cabo una RT-PCR en dos etapas. En primer lugar, los 
segmentos VH de cadena pesada humanos (FR1-CDR1-FR2-CDR2-FR3) se amplificaron con PCR a partir de los 
fragmentos VH de molde aislados usando el mismo conjunto de cebadores específicos de VH en 5’ como se 
describe anteriormente (5’-huVH1,3,5-Xhol-2001, 5’-huVH4-Xhol-2001, 5’-huVH4B-Xhol-2001; SEQ ID NO. 100-102) 
y un conjunto de cebadores específicos en 3’ (3’-A134-VH1A (5’-GTA GTC AAA GTA GAA CCG TAG CCC CCT 35
ATC TCT YGC ACA GTA ATA CAC GGC-3’) (SEQ ID NO. 105), 3’-A134-VH1B (5’-GTA GTC AAA GTA GAA CCG 
TAG CCC CCT ATC TCT YGC ACA GTA ATA CAY RGC -3’) (SEQ ID NO. 106), 3’-A134-VH3A (5’-GTA GTC AAA 
GTA GAA CCG TAG CCC CCT ATC TCT TGY ACA GTA ATA CAC RGC -3’) (SEQ ID NO. 107), donde la “T” 
indicada también se puede reemplazar por “A”, “C” o “G”, 3’-A134-VH3B (5’-GTA GTC AAA GTA GAA CCG TAG 
CCC CCT ATC TCT TGC ACA GTA ATA CAA RGC -3’) (SEQ ID NO. 108), donde la “T” indicada también se puede 40
reemplazar por “A”, “C” o “G”, 3’-A134-VH4 (5’- GTA GTC AAA GTA GAA CCG TAG CCC CCT ATC TCT SGC ACA 
GTA ATA CAC RGC -3’) (SEQ ID NO. 109)) para las subfamilias VH humanas 1, 3 y 4 que coinciden en la región 
más terminal de FR3.

Se usaron las siguientes combinaciones de cebadores:

a) 5’-huVH1,3,5-Xhol-2001 x 3’-A134-VH1A45

b) 5’-huVH1,3,5-Xhol-2001 x 3’-A134-VH1B

c) 5’-huVH1,3,5-Xhol-2001 x 3’-A134-VH3A

d) 5’-huVH1,3,5-Xhol-2001 x 3’-A134-VH3B

e) 5’-huVH4-Xhol-2001 x 3-A134-VH4

f) 5’-huVH4B-Xhol-2001 x3’-A134-VH450

Por reacción PCR, un cebador en 5’ se combinó con el cebador en 3’; el número de reacciones PCR diferentes se 
determinó por el número de posibles combinaciones de cebador en 5’ y en 3’. El siguiente programa de PCR se usó 
para la amplificación: la desnaturalización a 94°C durante 15 segundos, hibridación de cebadores a 52°C durante 50 
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segundos y extensión de cebadores a 72°C durante 90 segundos se realizó durante 40 ciclos, seguido de extensión 
final a 72°C durante 10 minutos. A través de esta etapa de PCR y la respectiva secuencia de cebador en 3’, los 
segmentos VH humanos se prolongan para una parte del VH CDR3 materno, que luego, a su vez, es el sitio de 
cebado para el cebador en 3’ en la PCR de la segunda etapa. Estos fragmentos de ADN de VH-(FR1-CDR1-FR2-
CDR2-FR3) se usaron a continuación como moldes en una segunda reacción PCR usando de nuevo el respectivo 5
cebador específico de VH en 5’ y un cebador en 3’ universal que coincide con el extremo 3’-terminal universal de los 
fragmentos de ADN amplificados (3’ A134-JH6-BstEII. 5’- CGA GAC GGT GAC CGT GGT CCC TTG GCC CCA GTA 
GTC AAA GTA GAA CCG TAG CC -3’) (SEQ ID NO. 110).

El siguiente programa de PCR se usó para la amplificación:

la desnaturalización a 94°C durante 15 segundos, hibridación de cebadores a 52°C durante 50 segundos y extensión 10
de cebadores a 72°C durante 60 segundos se realizaron durante 40 ciclos, seguido de extensión final a 72°C 
durante 10 minutos. Los fragmentos V de ADN se aislaron de acuerdo con protocolos estándar.

3. Construcción de la colección - clonación de la fracción VH humana

En un segundo ciclo del procedimiento anterior, la VL humana de scFv A-240 identificada en la primera selección 
previa (véase el ejemplo 6) se eligió, y posteriormente se combinó con la colección de fragmentos de VH humana 15
con el objetivo de generar un scFv humano. En general, se construyó una colección de presentación en fagos 
basada en procedimientos estándar, como se divulga, por ejemplo, en “Phage Display: A Laboratory Manual”; Ed. 
Barbas, Burton, Scott & Silverman; Cold Spring Harbor Laboratory Press, 2001. Los fragmentos de ADN de cadena 
pesada de las diferentes amplificaciones de PCR se pesaron para cada unión como sigue:

a:b:c:d:e:f = 3:1:3:1:1:1, donde a-f tienen los siguientes significados:20

a) 5’-huVH1,3,5-Xhol-2001 x 3’-A134-VH1A

b) 5’-huVH1,3,5-Xhol-2001 x 3’-A134-VH1B

c) 5’-huVH1,3,5-Xhol-2001 x 3’-A134-VH3A

d) 5’-huVH1,3,5-Xhol-2001 x 3’-A134-VH3B

e) 5’-huVH4-Xhol-2001 x 3’-A134-VH425

f) 5’-huVH4B-Xhol-2001 x 3'-A134-VH4

Se estableció una reacción de unión que consistía en 400 ng de fracción de fragmentos Lib 134-VH (digerido con 
Xhol-BstEII) y 1200 ng del plásmido pComb3H5BHis/A-240 VL (el ADN que codifica la región VL de scFv A-240 se 
clonó por medio de los sitios de restricción Sacl y Spel en pComb3H5BHis de acuerdo con procedimientos estándar). 
La fracción de VH humana de anticuerpo resultante se transformó a continuación en 300 µl de XL1 Blue de 30
Escherichia coli electrocompetente por electroporación (2,5 kV, cubeta de 0,2 cm de paso, 25 mF, 200 Ohm, Biorad 
Gene Pulser) dando como resultado un tamaño de colección de 0,8 x 10

8
clones independientes en total.

Después de la electroporación, el ensayo se incubó en caldo SOC (Fluka) para determinar la expresión del fenotipo. 
Los cultivos se incubaron a continuación cada uno en 500 ml de medio de selección SB que contenía 50 µg/ml de 
carbenicilina y glucosa al 2 % v/v durante la noche. El día siguiente, las células de los cultivos se recogen por 35
centrifugación y se llevó a cabo la preparación de plásmidos usando un kit de preparación de plásmidos 
comercialmente disponible (Qiagen) para preservar la colección de ADN.

A continuación, se electroporaron 1,5 µg de esta fracción de plásmido que codifica la respectiva fracción de scFv en 
XLI blue de E. coli (2,5 kV, cubeta de 0,2 cm de paso, 25 mF, 200 Ohm, Biorad Gene Pulser) dando como resultado 
un tamaño de colección de 2,4 x 109 clones independientes en total. Después de la expresión del fenotipo y la 40
adaptación lenta a la carbenicilina, se transfirió la colección de anticuerpos a medio de selección SB-carbenicilina 
(50 µg/ml). A continuación, la colección de anticuerpos se infectó con una dosis infecciosa de 1 x 1012 partículas de 
fago colaborador VCSM13, dando como resultado la producción y secreción de fago filamentoso M13, en el que 
cada partícula de fago contenía pComb3H5BHis-ADN monocatenario que codifica un fragmento scFv humano y 
presentó la proteína scFv correspondiente como una fusión traduccional a la proteína de cubierta del fago III.45

4. Selección de presentación en fagos de una VH humana

Las partículas de fagos que llevan el repertorio de scFv humano se recogieron del sobrenadante de cultivo por 
precipitación con PEG8000/NaCI y centrifugación. A continuación, aproximadamente de 1 x 1011 a 1 x 1012 partículas 
de fago scFv se resuspendieron en 0,5 ml de TBS/1 % BSA y se incubaron con CEA soluble biotinilado, que se 
inmovilizó en pocillos recubiertos con estreptavidina de una placa de ELISA (Nunc) durante 1 h. Una solución de 50
10µg antígeno/ml PBS (50 µl) se incubó durante la noche a 4°C en los pocillos con estreptavidina, se lavó una vez 
con agua, seguido de bloqueo durante 1 hora a 37°C con 200 µl de BSA al 3 % en TBS, que se retiró después de la 
incubación.
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Los fagos scFv que no se unieron específicamente al antígeno diana se eliminaron por etapas de lavado con 
TBS/0,05 % Tween. Este procedimiento de lavado se repitió hasta 10 veces en rondas adicionales.

Después de lavado, las entidades de unión se eluyeron usando HCI-glicina, pH 2,2. Después de la neutralización 
con Tris 2 M, pH 12, el eluato se usó para la infección de un cultivo XL1 Blue de E. coli no infectado recién 
preparado.5

Para eluir las restantes entidades de unión alta, se añadieron 50 µl de un cultivo de XL1 blue de E. coli recién 
preparado (DO600 ≥ 0,5) a los pocillos y se incubó durante 15 minutos. Ambos cultivos se mezclaron a continuación 
y las células transducidas exitosamente con una copia de fagémido, que codifica un fragmento scFv humano, se 
seleccionaron de nuevo por su resistencia a carbenicilina y se infectaron posteriormente con el fago colaborador 
VCMS13 para comenzar el segundo ciclo de presentación de anticuerpos y selección in vitro.10

El ADN plasmídico correspondiente a 4 ciclos de fijación se aisló a de los cultivos de E. coli. Para la producción de 
proteína scFv soluble, los fragmentos de ADN VH-VL se extirparon de los plásmidos (Xhol-Spel), y se clonaron por 
medio de los mismos sitios de restricción en el plásmido pComb3H5BFIag/His, en el que la construcción de 
expresión (por ejemplo, scFv) incluye una marca Flag (TGDYKDDDDK; SEQ ID NO. 99) entre el scFv y la marca 
His6 y las proteínas de fago adicionales se eliminan.15

Después de la unión, se transformó cada fracción (diferentes ciclos de fijación) de ADN plasmídico en 100 µl de TG1 
de E. coli competente para choque térmico y se plaqueó sobre medio con carbenicilina LB-agar. Se recogieron 
colonias individuales y se inocularon en 120 µl de LB carb (50 µg/ml) glucosa al 1 % en placas de 96 pocillos 
(Greiner). Los pocillos se sellaron con una membrana semipermeable (Greiner) y las placas se incubaron durante la 
noche a 37 °C en un incubador con agitación (placa madre). A continuación, se transfirieron 10 µl los cultivos de la 20
placa madre en una segunda placa de 96 pocillos (placa de trabajo) que contenía 90 µl de LB carb (50 µg/ml) y 
glucosa al 0,1 % por pocillo. Después de la incubación durante 4 h en un incubador de agitación a 37 °C, la 
producción de scFv se indujo añadiendo 20 µl de LB carb e IPTG 6 mM a cada pocillo. Después de otra etapa de 
incubación durante la noche a 30 °C con agitación, las células se lisaron en una incubación de 1 h a temperatura 
ambiente con 40 µl de tampón lisis (ácido bórico 400 mM, NaCI 320 mM, EDTA 4 mM pH 8, 2,5 mg/ml de lisozima). 25
Las células residuales y los restos celulares se separaron por centrifugación durante 12 minutos a 1.900 x g 
(Hettich).

Los sobrenadantes que contenían las moléculas scFv se sometieron a prueba a continuación para determinar la 
unión en ensayos de unión por citometría de flujo.

Las células CHO transfectadas con CEA humano se usaron como línea celular positiva para CEA. Los ensayos de 30
unión celular se llevaron a cabo incubando inicialmente entre 100.000 y 200.000 células con preparación 
periplásmica que contenía scFv humano o controles relevantes. Después de la incubación, las células se lavaron en 
PBS/1 % FCS (suero fetal bovino) y se incubaron adicionalmente con 5-10 µg/ml de anticuerpos anti-FLAG M2. 
Después de que se hayan lavado de nuevo las células, se incubaron con anticuerpos antimurinos marcados con PE 
policlonales (Dianova) y posteriormente se analizaron por citometría de flujo. Se sometieron a prueba 46 clones para 35
determinar señales de unión en células CHO positivas para CEA. Todos mostraron señales positivas. Después de la 
secuenciación del respectivo ADN scFv, se obtuvieron un total de 9 secuencias diferentes, de las que ocho 
presentaron un alto grado de homología. Las construcciones humanas MP510_3-A5.3 (MP510-A5; SEQ ID NO. 50), 
MP510_3-B9.1 (MP511-B9; SEQ ID NO. 52), MP510_3-D8.1 (MP511-D8; SEQ ID NO. 54) se han seleccionado para 
caracterización adicional. Las correspondientes secuencias de aminoácidos se muestran en el listado de 40
secuencias.

Los extractos periplásmicos de dichas construcciones humanas MP510-A5, MP511-B9, MP511-D8 así como la 
construcción semihumana A-240 Vlambda.3 (VH A5B7 murina/VL A240 humana; SEQ ID NO. 48) se analizaron 
adicionalmente en experimentos de citometría de flujo con líneas celulares positivas y negativas para CEA. Se 
puede observar de la figura 13, que las construcciones humanas MP510-A5 (SEQ ID NO. 50), MP511-B9 (SEQ ID 45
NO. 52), MP511-D8 (SEQ ID NO. 54) muestran desplazamientos claramente apreciables en la intensidad de 
fluorescencia en comparación con el respectivo control semihumano A-240 Vlambda.3 (VH A5B7 murina/VL A240 
humana; SEQ ID NO. 48). Por tanto, las construcciones scFv humanas muestran una actividad de unión más fuerte 
a CEA unido a membrana humano que la construcción semihumana A-240 Vlambda.3. Además, todas las 
construcciones humanas mostraron unión distinta a células KATO III humanas positivas para CEA (línea celular de 50
cáncer gástrico humano), mientras que ninguna de ellas mostró unión a células CHO no transfectadas negativas 
para CEA así como a células NALM 6 humanas negativas para CEA (línea de linfocitos B humanos) (datos no 
mostrados).

EJEMPLO 8: Generación y actividad citotóxica de anticuerpos monocatenarios biespecíficos CEAxCD3 
humanos55

1. Disposiciones

En la siguiente etapa, se han generado varias disposiciones de dominios de moléculas humanas de anticuerpos 
monocatenarios biespecíficos. Estas moléculas comprenden el dominio de unión a anti-CEA humano (del que su 
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generación se ha descrito en el ejemplo 7, supra) y el dominio de unión desinmunizado con especificidad por el 
antígeno de CD3 humano mostrado en SEQ ID NO.77 VHVL se diseñaron como se expone en la tabla 1; véase 
también el ejemplo 2, supra. Todas las construcciones de anticuerpos monocatenarios biespecíficos con los 
dominios de unión anti-CEA humanos descritos en el presente documento se unen (aparentemente) al antígeno 
CEA humano soluble puesto que se han aislado después de cuatro ciclos de selección de presentación en fagos en 5
el antígeno CEA soluble inmovilizado en placa de ELISA.

En particular, se han generado las siguientes disposiciones:

(a) parte anti-CEA humana situada de forma N-terminal:

(i) orientación VH-VL de anti-CEA:

A5 VH-A240 VLxSEQ ID NO.77 VHVL (SEQ ID NO. 24),10

A5 VH-A240 VL# x SEQ ID NO.77 VHVL (SEQ ID NO. 126),

B9 VH-A240 VLxSEQ ID NO.77 VHVL (SEQ ID NO. 32),

B9 VH-A240 VL# x SEQ ID NO.77 VHVL (SEQ ID NO. 130),

D8 VH-A240 VLxSEQ ID NO.77 VHVL (SEQ ID NO. 40)

D8 VH-A240 VL# x SEQ ID NO.77 VHVL (SEQ ID NO. 134), y 15

CEAI VH-A240 VLxSEQ ID NO.77 VHVL (SEQ ID NO. 16).

(ii) orientación VL-VH de anti-CEA:

A240 VL-A5 VHxSEQ ID NO.77 VHVL (SEQ ID NO. 26),

A240 VL-B9 VHxSEQ ID NO.77 VHVL (SEQ ID NO. 34),

A240 VL-D8 VHxSEQ ID NO.77 VHVL (SEQ ID NO. 42), 20

y A240 VL-CEAI VHxSEQ ID NO.77 VHVL (SEQ ID NO. 18).

(b) parte anti-CEA humana situada de forma C-terminal:

(i) orientación VH-VL de anti-CEA:

SEQ ID NO.77 VHVLxA5 VH-A240VL (SEQ ID NO. 30),

SEQ ID NO.77 VHVLxA5 VH-A240VL# (SEQ ID NO. 128),25

SEQ ID NO.77 VHVLxB9 VH-A240VL (SEQ ID NO. 36),

SEQ ID NO.77 VHVLxE12 VH-A240VL (SEQ ID NO. 143),

SEQ ID NO.77 VHVLxB9 VH-A240VL# (SEQ ID NO. 132), SEQ ID NO.77 VHVLxD8 VH-A240VL (SEQ ID NO. 44),

SEQ ID NO.77 VHVLxD8 VH-A240VL# (SEQ ID NO. 136), 

y SEQ ID NO.77 VHVLxCEAl VH-A240VL (SEQ ID NO. 20).30

(ii) orientación VL-VH de anti-CEA:

SEQ ID NO.77 VHVLxA240VL-A5 VH (SEQ ID NO. 28),

SEQ ID NO.77 VHVLxA240VL-B9VH (SEQ ID NO. 38),

SEQ ID NO.77 VHVLxA240VL-D8VH (SEQ ID NO. 46), y 

SEQ ID NO.77 VHVLxA240VL-CEAI VH (SEQ ID NO. 22).35

CEAI VH (SEQ ID NO. 56) indica una región VH derivada del mAb murino A5B7, mientras que CEAI VHVL o CEAI 
VLVH se refieren a un dominio VH-VL y un dominio VL-VH, respectivamente, derivado del mAb A5B7. A240 
corresponde a una región VL humana (véase SEQ ID NO. 64 y ejemplo 7). En consecuencia, por ejemplo, CEAI VH-
A240 VLxSEQ ID NO.77 VHVL (SEQ ID NO. 16) corresponde a una construcción biespecífica con una con un 
dominio de unión a CEA semihumano que tiene una región VH murina de mAb7 y una región VL humana de A240. 40
Para la clonación de la colección de anticuerpos humanos, las secuencias de nucleótidos que codifican los extremos 
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N-terminales originales de la región A240 VL tuvieron que convertirse en sitios de restricción. En A5 VH-A240 VL# x 
SEQ ID NO.77 VHVL (SEQ ID NO. 126), SEQ ID NO.77 VHVLxA5 VH-A240VL# (SEQ ID NO. 128), B9 VH-A240 
VL# x SEQ ID NO.77 VHVL (SEQ ID NO. 130), SEQ ID NO.77 VHVLxB9 VH-A240VL# (SEQ ID NO. 132), D8 VH-
A240 VL# x SEQ ID NO.77 VHVL (SEQ ID NO. 134), y SEQ ID NO.77 VHVLxD8 VH-A240VL# (SEQ ID NO. 136), se 
han reintroducido los extremos N-terminales originales.5

La construcción de anticuerpo monocatenario biespecífico SEQ ID NO.77 VHVLxE12 VH-A240VL (SEQ ID NO. 143) 
difiere de la construcción SEQ ID NO.77 VHVLxB9 VH-A240VL (SEQ ID NO. 36) solo en un residuo aminoacídico: 
La secuencia de CDR-H2 en E12 VH dice “FILNKANGGTTEYAASVKG” (SEQ ID NO. 145), mientras que en B9 VH 
dice “FIRNKANGGTTEYAASVKG” (SEQ ID NO. 67). La región E12 VH humana se ha aislado como se expone en el 
ejemplo 7.10

2. Expresión, purificación y análisis por citometría de flujo

La expresión, purificación y análisis por citometría de flujo de estos anticuerpos monocatenarios biespecíficos 
CEAxCD3 humanos se han llevado a cabo por procedimientos descritos en el ejemplo 2, supra.

3. Actividad de unión

Como se ejemplifica en la figura 14, las construcciones de anticuerpos monocatenarios biespecíficos humanos A5 15
VH-A240 VLxSEQ ID NO.77 VHVL (SEQ ID NO. 24), B9 VH-A240 VLxSEQ ID NO.77 VHVL (SEQ ID NO. 32), D8 
VH-A240 VLxSEQ ID NO.77 VHVL (SEQ ID NO. 40) y CEAI VH-A240 VLxSEQ ID NO.77 VHVL (SEQ ID NO. 16) se 
unen a células Kato III humanas positivas para CEA y a células HPB-ALL positivas para CD3.

4. Actividad citotóxica en ausencia de antígeno CEA soluble

La actividad citotóxica frente a células diana CHO-CEA+ se ha demostrado para las siguientes disposiciones de 20
dominios de los anticuerpos monocatenarios biespecíficos humanos:

Para construcciones con la parte anti-CEA situada de forma N-terminal y una orientación VH-VL de la parte anti-
CEA, la figura 15 muestra la actividad citotóxica para A5 VH-A240 VLxSEQ ID NO.77 VHVL (SEQ ID NO. 24), B9 
VH-A240 VLxSEQ ID NO.77 VHVL (SEQ ID NO. 32), D8 VH-A240 VLxSEQ ID NO.77 VHVL (SEQ ID NO. 40) y 
CEAI VH-A240 VLxSEQ ID NO.77 VHVL (SEQ ID NO. 16). La figura 16 demuestra actividad citotóxica para la 25
orientación VL-VH del dominio anti-CEA (situado de forma N-terminal) para A240 VL-A5 VHxSEQ ID NO.77 VHVL 
(SEQ ID NO. 26), A240 VL-B9 VHxSEQ ID NO.77 VHVL (SEQ ID NO. 34), A240 VL-D8 VHxSEQ ID NO.77 VHVL 
(SEQ ID NO. 42), y A240 VL-CEAI VHxSEQ ID NO.77 VHVL (SEQ ID NO. 18).

Para construcciones con la parte anti-CEA situada de forma C-terminal y una orientación VH-VL de la parte anti-
CEA, la figura 17 presenta citotoxicidad frente a células diana CEA+ para SEQ ID NO.77 VHVLxA5 VH-A240VL 30
(SEQ ID NO. 30), SEQ ID NO.77 VHVLxB9 VH-A240VL (SEQ ID NO. 36), SEQ ID NO.77 VHVLxD8 VH-A240VL 
(SEQ ID NO. 44), y SEQ ID NO.77 VHVLxCEAl VH-A240VL (SEQ ID NO. 20). SEQ ID NO.77 VHVLxCEAl LH se usó 
as a positive control. La figura 18 muestra actividad citotóxica de las construcciones con orientación VL-VH del 
dominio anti-CEA (situado de forma C-terminal) para SEQ ID NO.77 VHVLxA240VL-A5 VH (SEQ ID NO. 28), SEQ 
ID NO.77 VHVLxA240VL-B9VH (SEQ ID NO. 38), SEQ ID NO.77 VHVLxA240VL-D8VH (SEQ ID NO. 46), y SEQ ID 35
NO.77 VHVLx A240VL-CEAIVH (SEQ ID NO. 22). SEQ ID NO.77 VHVLxCEAl LH (SEQ ID NO. 2) se usó como 
control positivo.

La figura 21 muestra actividad citotóxica de las construcciones de anticuerpos monocatenarios biespecíficos que 
comprende la región B9 VH humana y la región A240 VL humana en diferentes disposiciones: A240 VL-B9 VHxSEQ 
ID NO.77 VHVL (SEQ ID NO. 34), SEQ ID NO.77 VHVLxA240 VL-B9 VH (SEQ ID NO. 38), SEQ ID NO.77 VHVLxB9 40
VH-A240 VL (SEQ ID NO. 36), y B9 VH-A240 VLxSEQ ID NO.77 VHVL (SEQ ID NO. 32) revelaron actividad 
citotóxica frente a células CHO transfectadas con CEA humano.

5. Resistencia de los anticuerpos monocatenarios biespecíficos CEAxCD3 humanos al antígeno CEA soluble

Se han realizado ensayos de competición en presencia del antígeno CEA humano soluble para anticuerpos 
monocatenarios biespecíficos humanos como se expone en el ejemplo 5, supra. Las figuras 19 y 20 demuestran la 45
resistencia a antígeno CEA soluble de actividad citotóxica también para construcciones humanas, como se 
ejemplifica para las construcciones A5 VH-A240 VLxSEQ ID NO.77 VHVL (SEQ ID NO. 24), B9 VH-A240 VLxSEQ 
ID NO.77 VHVL (SEQ ID NO. 32), D8 VH-A240 VLxSEQ ID NO.77 VHVL (SEQ ID NO. 40) y CEAI VH-A240 
VLxSEQ ID NO.77 VHVL (SEQ ID NO. 16); para la resistencia a CEA soluble de anticuerpos monocatenarios 
biespecíficos derivados de murino, véase el ejemplo 5. Además, la figura 22 muestra que la construcción 50
monocatenaria biespecífica reactiva para CEA A240 VL–B9 VHx SEQ ID NO.77 VHVL (SEQ ID NO. 34) redirigió 
linfocitos T para lisar células CHO-CEA+ en presencia de un incremento en las cantidades de antígeno CEA soluble. 
Este experimento demuestra que también la actividad citotóxica mediada por A240 VL–B9 VHxSEQ ID NO.77 VHVL 
es resistente a CEA soluble. Finalmente, como se puede derivar de la figura 27, la actividad citotóxica mediada por 
la construcción monocatenaria biespecífica SEQ ID NO.77 VHVLxE12 VH-A240 VL (SEQ ID NO. 143) es resistente 55
a CEA soluble.
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Por tanto, la presente invención proporciona composiciones farmacéuticas con actividad antitumoral citotóxica 
incluso en presencia de niveles altos de antígeno CEA soluble. Como se ha expuesto anteriormente, 
concentraciones de CEA séricas altas en pacientes con tumores epiteliales reduce el éxito de las opciones 
terapéuticas basadas en anticuerpo anti-CEA. Por lo tanto, las composiciones farmacéuticas de la invención son 
particularmente adecuadas para el tratamiento de pacientes con tumores progresivos epiteliales (por ejemplo, 5
tumores metastásicos secundarios después de la retirada quirúrgica del/de los tumor(es) primario(s)), tumores 
epiteliales malignos, carga tumoral alta (epitelial) y tumores epiteliales en estadio tardío caracterizados por 
concentraciones de antígeno CEA soluble altas en el suero/plasma de dichos pacientes. Además, también se espera 
que las composiciones farmacéuticas de la invención se administren en dosificaciones bajas. Además, no es 
probable que dichas composiciones farmacéuticas sean inmunógenas cuando se administran a los pacientes debido 10
al origen humano de la parte anti-CEA y la parte anti-CD3 desinmunizada de los anticuerpos monocatenarios 
biespecíficos en las composiciones farmacéuticas de la invención. Además, se espera que las composiciones 
farmacéuticas de la invención proporcionen una penetración tumoral alta debido al peso molecular bajo y tamaño 
pequeño de las construcciones monocatenarias biespecíficas. Adicionalmente, para el tratamiento tumoral, se 
usarán cantidades bajas de anticuerpos monocatenarios biespecíficos debido a la actividad citotóxica alta de dichas 15
moléculas. Debido a que se espera que se administren cantidades bajas a los pacientes, también se espera que los 
efectos adversos para los pacientes se reduzcan. Finalmente, los anticuerpos monocatenarios biespecíficos sin 
resistencia a CEA soluble serían altamente sensibles incluso a concentraciones bajas de antígeno CEA soluble en el 
plasma de pacientes con tumores puesto que se administrarían en concentraciones bajas, como se expone 
anteriormente. Este problema también se supera por las composiciones farmacéuticas de la invención.20

EJEMPLO 9: Evaluación de la homogeneidad de proteína del monómero purificado de A240 VL - B9 VHxSEQ 
ID NO.77 VHVL (SEQ ID NO. 34) por cromatografía de intercambio catiónico de alta resolución

Para caracterizar adicionalmente la homogeneidad de la construcción purificada A240 VL – B9 VHxSEQ ID NO.77 
VHVL (SEQ ID NO. 34), la fracción de monómero aislado se sometió a una cromatografía de intercambio catiónico 
de alta resolución. La cromatografía se realizó en una columna MiniS (Mini S PE 4,6/50 CatX 0,8 ml; GE Healthcare 25
17-5005-01), equilibrada con tampón MES 20 mM pH 5,5. La muestra se diluyó 1:3 con el mismo tampón antes de 
cargarla en la columna. La proteína unida se eluyó con un gradiente de tampón de equilibrio que contenía NaCI 1 M: 
0-30 % en 60 volúmenes de columna. La proteína restante se eluyó en 3 volúmenes de columna de NaCI 1 M. El 
cromatograma resultante se muestra en la figura 23 y presenta una fracción de proteína homogénea con un único 
máximo principal.30

EJEMPLO 10: Estabilidad en plasma de A240 VL–B9 VHxSEQ ID NO.77 VHVL (SEQ ID NO. 34)

La estabilidad en plasma de la construcción A240 VL – B9 VHxSEQ ID NO.77 VHVL (SEQ ID NO. 34) se sometió a 
prueba en diferentes condiciones de incubación seguido de un ensayo de citotoxicidad basado en la liberación de 
51-cromo estándar como se describe en el ejemplo 4.

Se generó una mezcla de plasma humano con la sangre de cinco donantes sanos extrayendo sangre jeringuillas 35
recubiertas con EDTA. Los componentes celulares se retiraron por centrifugación y la fase de plasma superior se 
recogió y posteriormente se mezcló. La construcción A240 VL – B9 VHxSEQ ID NO.77 VHVL (SEQ ID NO. 34) se 
incubó a 37 °C o bien a 4°C en presencia o ausencia de plasma. Como controles, la construcción se diluyó de 
inmediato antes del ensayo de citotoxicidad en plasma o medio RPMI 1640, respectivamente. Las CHO-CEA+ 
sirvieron como células diana; los linfocitos T CD8+ estimulados se usaron como células efectoras. La proporción 40
efector:diana (E:T) fue de 10:1. La duración del ensayo fue de 18 horas.

Como se muestra en la figura 24, se probó que la construcción monocatenaria biespecífica reactiva para CEA A240 
VL – B9 VHxSEQ ID NO.77 VHVL (SEQ ID NO. 34) era muy estable; no se pudo detectar pérdida de actividad 
citotóxica después de la incubación en plasma humano durante 24 horas a 37 °C.

EJEMPLO 11: Evaluación de la homogeneidad de proteína del monómero purificado de SEQ ID NO.77 45
VHVLxE12 VH-A240 VL (SEQ ID NO. 143) por cromatografía de intercambio catiónico de alta resolución

El experimento se llevó a cabo en analogía con el ejemplo 9, excepto que se analizó SEQ ID NO.77 VHVLxE12 VH-
A240 VL (SEQ ID NO. 143). El cromatograma resultante se muestra en la figura 25 y presenta una fracción de 
proteína homogénea con un único máximo principal.

EJEMPLO 12: Estabilidad en plasma de SEQ ID NO.77 VHVLxE12 VH-A240 VL (SEQ ID NO. 143)50

El experimento se llevó a cabo en analogía con el ejemplo 10, excepto que se analizó SEQ ID NO.77 VHVL x E12 
VH-A240 VL (SEQ ID NO. 143). Como se presenta en la figura 26, la construcción monocatenaria biespecífica 
reactiva para CEA SEQ ID NO.77 VHVL x E12 VH-A240 VL (SEQ ID NO. 143) era muy estable; no se pudo detectar 
pérdida de actividad citotóxica después de la incubación en plasma humano durante 24 horas a 37 °C.

55
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<210> 3
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<220>
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<210> 4
<211> 491
<212> PRT5
<213> secuencia artificial

<220>
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<210> 5
<211> 1473
<212> ADN5
<213> secuencia artificial

<220>
<223> CEA I VLVH x SEQ ID NO: 77 VHVL; anticuerpo monocatenario biespecífico

10
<400> 5
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<210> 6
<211> 4905
<212> PRT
<213> secuencia artificial

<220>
<223> CEA I VLVH x SEQ ID NO: 77 VHVL; anticuerpo monocatenario biespecífico10

<400> 6
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<210> 7
<211> 1476
<212> ADN5
<213> secuencia artificial

<220>
<223> CEA I VHVL x SEQ ID NO: 77 VHVL; anticuerpo monocatenario biespecífico

10
<400> 7
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<210> 8
<211> 491
<212> PRT5
<213> secuencia artificial

<220>
<223> CEA I VHVL x SEQ ID NO: 77 VHVL; anticuerpo monocatenario biespecífico

10
<400> 8
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<210> 9
<211> 1491
<212> ADN5
<213> secuencia artificial

<220>
<223> CEA II VHVL x SEQ ID NO: 77 VHVL; anticuerpo monocatenario biespecífico

10
<400> 9
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<210> 10
<211> 496
<212> PRT5
<213> secuencia artificial

<220>
<223> CEA II VHVL x SEQ ID NO: 77 VHVL; anticuerpo monocatenario biespecífico

10
<400> 10
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<210> 11
<211> 1470
<212> ADN5
<213> secuencia artificial

<220>
<223> CEA III VHVL x SEQ ID NO: 77 VHVL; anticuerpo monocatenario biespecífico

10
<400> 11
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<210> 12
<211> 489
<212> PRT5
<213> secuencia artificial

<220>
<223> CEA III VLVH x SEQ ID NO: 77 VHVL; anticuerpo monocatenario biespecífico

10
<400> 12
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<210> 13
<211> 1473
<212> ADN5

E06841112
03-10-2016ES 2 595 091 T3

 



58

<213> secuencia artificial

<220>
<223> CEA III VHVL x SEQ ID NO: 77 VHVL; anticuerpo monocatenario biespecífico

5
<400> 13

<210> 14
<211> 49010
<212> PRT
<213> secuencia artificial

<220>
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<223> CEA III VHVL x SEQ ID NO: 77 VHVL; anticuerpo monocatenario biespecífico

<400> 14
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<210> 15
<211> 1506
<212> ADN5
<213> secuencia artificial

<220>
<223> CEA I VH-240VL x SEQ ID NO: 77 VHVL; anticuerpo monocatenario biespecífico

10
<400> 15
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<210> 16
<211> 501
<212> PRT5
<213> secuencia artificial

<220>
<223> CEA I VH-A240VL x SEQ ID NO: 77 VHVL; anticuerpo monocatenario biespecífico

10
<400> 16
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<210> 17
<211> 1503
<212> ADN5
<213> secuencia artificial

<220>
<223> A240VL - CEA I VH- x SEQ ID NO: 77 VHVL; anticuerpo monocatenario biespecífico

10
<400> 17
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<210> 18
<211> 500
<212> PRT5
<213> secuencia artificial

<220>
<223> A240VL - CEA I VH- x SEQ ID NO: 77 VHVL; anticuerpo monocatenario biespecífico

10
<400> 18
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<210> 19
<211> 1506
<212> ADN5
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<213> secuencia artificial

<220>
<223> SEQ ID NO: 77 VHVL x CEA I VH – A240 VL; anticuerpo monocatenario biespecífico

5
<400> 19

<210> 2010
<211> 501
<212> PRT
<213> secuencia artificial
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<220>
<223> SEQ ID NO: 77 VHVL x CEA I VH – A240 VL; anticuerpo monocatenario biespecífico

<400> 205
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<210> 21
<211> 1506
<212> ADN5
<213> secuencia artificial

<220>
<223> SEQ ID NO: 77 VHVL x A240 VL - CEA I VH; anticuerpo monocatenario biespecífico

10
<400> 21
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<210> 22
<211> 501
<212> PRT5
<213> secuencia artificial

<220>
<223> SEQ ID NO: 77 VHVL x A240 VL - CEA I VH; anticuerpo monocatenario biespecífico

10
<400> 22
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<210> 23
<211> 1500
<212> ADN5
<213> secuencia artificial

<220>
<223> A5 VH – A240 VL x SEQ ID NO: 77 VHVL; anticuerpo monocatenario biespecífico

10
<400> 23
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<210> 24
<211> 499
<212> PRT5
<213> secuencia artificial

<220>
<223> A5 VH – A240 VL x SEQ ID NO: 77 VHVL; anticuerpo monocatenario biespecífico

10
<400> 24
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<210> 25
<211> 1497
<212> ADN5
<213> secuencia artificial

<220>
<223> A240 VL - A5 VH x SEQ ID NO: 77 VHVL; anticuerpo monocatenario biespecífico

10
<400> 25
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<210> 26
<211> 498
<212> PRT5
<213> secuencia artificial

<220>
<223> A240 VL - A5 VH x SEQ ID NO: 77 VHVL; anticuerpo monocatenario biespecífico

10
<400> 26
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<210> 27
<211> 1500
<212> ADN5
<213> secuencia artificial

<220>
<223> SEQ ID NO: 77 VHVL x A240 VL – A5 VH; anticuerpo monocatenario biespecífico

10
<400> 27
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<210> 28
<211> 499
<212> PRT5
<213> secuencia artificial

<220>
<223> SEQ ID NO: 77 VHVL x A240 VL – A5 VH; anticuerpo monocatenario biespecífico

10
<400> 28

ES 2 595 091 T3

 



83

ES 2 595 091 T3

 



84

<210> 29
<211> 1500
<212> ADN5
<213> secuencia artificial

<220>
<223> SEQ ID NO: 77 VHVL x A5 VH – A240 VL; anticuerpo monocatenario biespecífico

10
<400> 29
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<210> 30
<211> 499
<212> PRT5
<213> secuencia artificial

<220>
<223> SEQ ID NO: 77 VHVL x A5 VH - A240 VL; anticuerpo monocatenario biespecífico

10
<400> 30
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<210> 31
<211> 1506
<212> ADN5
<213> secuencia artificial

<220>
<223> B9 VH - A240 VL x SEQ ID NO: 77 VHVL; anticuerpo monocatenario biespecífico

10
<400> 31
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<210> 32
<211> 501
<212> PRT5
<213> secuencia artificial

<220>
<223> B9 VH - A240 VL x SEQ ID NO: 77 VHVL; anticuerpo monocatenario biespecífico

10
<400> 32
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<210> 33
<211> 1503
<212> ADN5
<213> secuencia artificial

<220>
<223> A240 VL - B9 VH x SEQ ID NO: 77 VHVL; anticuerpo monocatenario biespecífico

10
<400> 33
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<210> 34
<211> 500
<212> PRT5
<213> secuencia artificial

<220>
<223> A240 VL - B9 VH x SEQ ID NO: 77 VHVL; anticuerpo monocatenario biespecífico

10
<400> 34
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<210> 35
<211> 1506
<212> ADN5
<213> secuencia artificial

<220>
<223> SEQ ID NO: 77 VHVL x B9 VH - A240 VL; anticuerpo monocatenario biespecífico

10
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<400> 35

<210> 36
<211> 5015
<212> PRT
<213> secuencia artificial

<220>
<223> SEQ ID NO: 77 VHVL x B9 VH - A240 VL; anticuerpo monocatenario biespecífico10

<400> 36
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<210> 37
<211> 1506
<212> ADN5
<213> secuencia artificial

<220>
<223> SEQ ID NO: 77 VHVL x A240 VL - B9 VH; anticuerpo monocatenario biespecífico

10
<400> 37
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<210> 38
<211> 501
<212> PRT5
<213> secuencia artificial

<220>
<223> SEQ ID NO: 77 VHVL x A240 VL - B9 VH; anticuerpo monocatenario biespecífico

10
<400> 38
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<210> 39
<211> 1500
<212> ADN5
<213> secuencia artificial

<220>
<223> D8 VH – A240 VL x SEQ ID NO: 77 VHVL; anticuerpo monocatenario biespecífico

10
<400> 39
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<210> 40
<211> 499
<212> PRT5
<213> secuencia artificial

<220>
<223> D8 VH – A240 VL x SEQ ID NO: 77 VHVL; anticuerpo monocatenario biespecífico

10
<400> 40
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<210> 41
<211> 1497
<212> ADN5
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<213> secuencia artificial

<220>
<223> A240 VL - D8 VH x SEQ ID NO: 77 VHVL; anticuerpo monocatenario biespecífico

5
<400> 41

<210> 42
<211> 49810
<212> PRT
<213> secuencia artificial

<220>
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<223> A240 VL - D8 VH x SEQ ID NO: 77 VHVL; anticuerpo monocatenario biespecífico

<400> 42
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<210> 43
<211> 1500
<212> ADN5
<213> secuencia artificial

<220>
<223> SEQ ID NO: 77 VHVL x D8 VH – A240 VL; anticuerpo monocatenario biespecífico

10
<400> 43
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<210> 44
<211> 499
<212> PRT5
<213> secuencia artificial

<220>
<223> SEQ ID NO: 77 VHVL x D8 VH – A240 VL; anticuerpo monocatenario biespecífico

10
<400> 44
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<210> 45
<211> 1500
<212> ADN5
<213> secuencia artificial

<220>
<223> SEQ ID NO: 77 VHVL x A240 VL - D8 VH; anticuerpo monocatenario biespecífico

10
<400> 45

ES 2 595 091 T3

 



112

<210> 46
<211> 499
<212> PRT5
<213> secuencia artificial

<220>
<223> SEQ ID NO: 77 VHVL x A240 VL - D8 VH; anticuerpo monocatenario biespecífico

10
<400> 46
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<210> 47
<211> 756
<212> ADN
<213> secuencia artificial

5
<220>
<223> A5B7 VH – A240 VL; Fv monocatenario

<400> 47

10

<210> 48
<211> 252
<212> PRT
<213> secuencia artificial15

<220>
<223> A5B7 VH – A240 VL; Fv monocatenario

<400> 4820
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<210> 49
<211> 753
<212> ADN5
<213> Homo sapiens

<220>
<221> misc_feature
<223> A5 VH – A240 VL; Fv monocatenario10

<400> 49
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<210> 50
<211> 250
<212> PRT5
<213> Homo sapiens

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> A5 VH – A240 VL; Fv monocatenario10

<400> 50
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<210> 51
<211> 759
<212> ADN5
<213> Homo sapiens

<220>
<221> misc_feature
<223> B9 VH – A240 VL; Fv monocatenario10

<400> 51
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<210> 52
<211> 252
<212> PRT5
<213> Homo sapiens

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> B9 VH – A240VL; Fv monocatenario10

<400> 52
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<210> 53
<211> 753
<212> ADN5
<213> Homo sapiens

<220>
<221> misc_feature
<223> D8 VH – A240VL; Fv monocatenario10

<400> 53
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<210> 54
<211> 250
<212> PRT5
<213> Homo sapiens

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> D8 VH – A240VL; Fv monocatenario10

<400> 54

ES 2 595 091 T3

 



122

<210> 55
<211> 363
<212> ADN5
<213> Mus musculus

<220>
<221> misc_feature
<223> A5B7 VH; región VH10

<400> 55

15
<210> 56
<211> 121
<212> PRT
<213> Mus musculus
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<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> A5B7 VH; región VH

5
<400> 56

<210> 57
<211> 35710
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<220>
<221> misc_feature15
<223> A5 VH; región VH

<400> 57

20

<210> 58
<211> 119
<212> PRT
<213> Homo sapiens25
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<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> A5 VH; región VH

5
<400> 58

<210> 59
<211> 36310
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<220>
<221> misc_feature15
<223> B9 VH; región VH

<400> 59

20
<210> 60
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<211> 121
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<220>5
<221> MISC_FEATURE
<223> B9 VH; región VH

<400> 60

10

<210> 61
<211> 357
<212> ADN15
<213> Homo sapiens

<220>
<221> misc_feature
<223> D8 VH; región VH20

<400> 61

<210> 6225
<211> 119
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<212> PRT
<213> Homo sapiens

<220>
<221> MISC_FEATURE5
<223> D8 VH; región VH

<400> 62

10

<210> 63
<211> 348
<212> ADN
<213> Homo sapiens15

<220>
<221> misc_feature
<223> A240 VL; región VL

20
<400> 63

<210> 64
<211> 11625
<212> PRT
<213> Homo sapiens
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<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> A240VL; región VL

5
<400> 64

<210> 6510
<211> 10
<212> PRT
<213> Mus musculus

<220>15
<221> MISC_FEATURE
<223> CDR-H3* A5B7 CDR-3 más corta de VH del A5B7, con D que corresponde a la posición de Kabat 95; las 
posiciones de Kabat 100, 100a, 100b, 101, 102 corresponden a FYFDY, respectivamente

<220>20
<221> MISC_FEATURE
<223> con “X1”, “X2”, “X3” y “X4” que corresponden a las posiciones de Kabat 96 (“X1”), 97 (“X2”), 98 (“X3”) y 99 
(“X4”), respectivamente, de CDR-H3 del anticuerpo monoclonal murino A5B7 y en las que “X” representa cualquier 
residuo aminoacídico. “X1” es preferentemente “R”

25
<220>
<221> misc_feature
<222> (2)..(5)
<223> Xaa puede ser cualquier aminoácido natural

30
<400> 65

<210> 66
<211> 1035
<212> PRT
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<213> Mus musculus

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> CDR-H3 A5B7 CDR-3 de VH del A5B7 que corresponde a las posiciones de Kabat 95, 96, 97, 98, 99, 100, 5
100a, 100b, 101, 102

<400> 66

10
<210> 67
<211> 19
<212> PRT
<213> Homo sapiens

15
<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> CDR-H2 B9; CDR-2 de VH B9

<400> 6720

<210> 68
<211> 5
<212> PRT25
<213> Homo sapiens

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> CDR-H1 B9; CDR1 de VH B930

<400> 68

<210> 6935
<211> 17
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<220>40
<221> MISC_FEATURE
<223> CDR-H2 A5/D8; CDR-2 de VH A5/D8

<400> 69

45

<210> 70
<211> 5
<212> PRT50
<213> Homo sapiens

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> CDR-H1 A5/D8; CDR-1 de VH A5/D855
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<400> 70

<210> 715
<211> 10
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<220>10
<221> MISC_FEATURE
<223> CDR-L3 A240; CDR-3 de VL A240

<400> 71

15

<210> 72
<211> 11
<212> PRT
<213> Homo sapiens20

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> CDR-L2 A240; CDR-2 de VL A240

25
<400> 72

<210> 73
<211> 1430
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<220>
<221> MISC_FEATURE35
<223> CDR-L1 A240; CDR-1 de VL A240

<400> 73

40
<210> 74
<211> 32
<212> ADN
<213> secuencia artificial

45
<220>
<223> 5’ CEACAM5 EcoRI; oligonucleótido

<400> 74

50

<210> 75
<211> 24
<212> ADN
<213> secuencia artificial55

<220>
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<223> 3’ CEACAM5 SaII; oligonucleótido

<400> 75

5
<210> 76
<211> 702
<212> PRT
<213> Homo sapiens

10
<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> CEACAM5 (NM_004363); proteína

<400> 7615
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<210> 77
<211> 243
<212> PRT5
<213> secuencia artificial

<220>
<223> Fv monocatenario con VHVL anti-CD3 desinmunizado como se describe en el documento WO2005/040220

10
<400> 77
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<210> 78
<211> 38
<212> ADN5
<213> secuencia artificial

<220>
<223> 5’-huVK1-SacI-2001; oligonucleótido

10
<400> 78
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<210> 79
<211> 38
<212> ADN5
<213> secuencia artificial

<220>
<223> 5’-huVK2/4-SacI-2001; oligonucleótido

10
<400> 79

<210> 80
<211> 3815
<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>
<223> 5’-huVK3-SacI-2001; oligonucleótido20

<400> 80

<210> 8125
<211> 38
<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>30
<223> 5’-huVK5-SacI-2001; oligonucleótido

<400> 81

35
<210> 82
<211> 38
<212> ADN
<213> SECUENCIA ARTIFICIAL

40
<220>
<223> 5’-huVK6-SacI-2001; oligonucleótido

<400> 82

45

<210> 83
<211> 47
<212> ADN
<213> secuencia artificial50

<220>
<223> 3’-hu-Vk-J1-SpeI-BsiWI; oligonucleótido

<400> 8355

<210> 84
<211> 47
<212> ADN60
<213> secuencia artificial
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<220>
<223> 3’-hu-Vk-J2/4-SpeI-Bsi/WI; oligonucleótido

<400> 845

<210> 85
<211> 47
<212> ADN10
<213> secuencia artificial

<220>
<223> 3’-hu-Vk-J3-SpeI-BsiWI; oligonucleótido

15
<400> 85

<210> 86
<211> 4720
<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>
<223> 3’-hu-Vk-J5-SpeI-BsiWI; oligonucleótido25

<400> 86

<210> 8730
<211> 41
<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>35
<223> 5’-huVL1a-SacI-2001; oligonucleótido

<400> 87

40
<210> 88
<211> 41
<212> ADN
<213> secuencia artificial

45
<220>
<223> 5’-huVL1b-SacI-2001; oligonucleótido

<400> 88

50

<210> 89
<211> 44
<212> ADN
<213> secuencia artificial55

<220>
<223> 5’-huVL2-SacI-2001; oligonucleótido

<400> 8960
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<210> 90
<211> 35
<212> ADN5
<213> secuencia artificial

<220>
<223> 5’-huVL4-SacI-2001; oligonucleótido

10
<400> 90

<210> 91
<211> 3315
<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>
<223> 5’-huVL5-SacI-2001; oligonucleótido20

<400> 91

<210> 9225
<211> 32
<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>30
<223> 5’-huVL6-SacI-2001; oligonucleótido

<400> 92

35
<210> 93
<211> 41
<212> ADN
<213> secuencia artificial

40
<220>
<223> 5’-huVL3/9-SacI-2001; oligonucleótido

<400> 93

45

<210> 94
<211> 41
<212> ADN
<213> secuencia artificial50

<220>
<223> 5’-huVL7/8-SacI-2001; oligonucleótido 

<400> 9455

<210> 95
<211> 33
<212> ADN60
<213> secuencia artificial
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<220>
<223> 3’-hu-VIam-BInI-SpeI-2001; oligonucleótido 

<400> 955

<210> 96
<211> 33
<212> ADN10
<213> secuencia artificial

<220>
<223> 3’-hu-VIam2-BInI-SpeI-2002; oligonucleótido 

15
<400> 96

<210> 97
<211> 3120
<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador en 5’ 5’-AVH-XhoI; oligonucleótido 25

<400> 97

<210> 9830
<211> 31
<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>35
<223> cebador en 3’ 3’-AVH-BstEII; oligonucleótido

<400> 98

40
<210> 99
<211> 10
<212> PRT
<213> secuencia artificial

45
<220>
<223> marca Flag

<400> 99

50

<210> 100
<211> 22
<212> ADN
<213> secuencia artificial55

<220>
<223> 5’-huVH1, 3, 5-XhoI-2001; oligonucleótido

<400> 10060
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<210> 101
<211> 23
<212> ADN5
<213> secuencia artificial

<220>
<223> 5’-huVH4-XhoI-2001; oligonucleótido

10
<400> 101

<210> 102
<211> 2315
<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>
<223> 5’-huVH4B-XhoI-2001; oligonucleótido20

<400> 102

<210> 10325
<211> 17
<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>30
<223> 3’-hu-VH-BstEII-2001; oligonucleótido

<400> 103

35
<210> 104
<211> 17
<212> ADN
<213> secuencia artificial

40
<220>
<223> 3’-hu-VH-J3-BstEII-2001; oligonucleótido

<400> 104

45

<210> 105
<211> 51
<212> ADN
<213> secuencia artificial50

<220>
<223> 3’-A134-VH1A; oligonucleótido

<400> 10555

<210> 106
<211> 51
<212> ADN60
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<213> secuencia artificial

<220>
<223> 3’-A134-VH1B; oligonucleótido

5
<400> 106

<210> 107
<211> 5110
<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>
<223> 3’-A134-VH3A; oligonucleótido15

<220>
<221> variación
<222> (34)..(34)
<223> /reemplazar = “a”20

/reemplazar = “c”

/reemplazar = “g”
25

<400> 107

<210> 108
<211> 5130
<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>
<223> 3’ -A134-VH3B; oligonucleótido35

<220>
<221> variación
<222> (34)..(34)
<223> /reemplazar = “a”40

/reemplazar = “c”

/reemplazar = “g”
45

<400> 108

<210> 109
<211> 5150
<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>
<223> 3’-A134-VH4; oligonucleótido55

<400> 109

<210> 11060
<211> 53
<212> ADN
<213> secuencia artificial
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<220>
<223> 3’ A134-JH6-BstEII; oligonucleótido

<400> 1105

<210> 111
<211> 207
<212> PRT10
<213> Homo sapiens

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> CD3 épsilon (NM_000733); proteína15

<400> 111
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<210> 112
<211> 5
<212> PRT5
<213> Mus musculus

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> CDR-H3 A5B7 CDR-3 más corta de VH del A5B7 con D correspondiente a las posiciones de Kabat 100, 10
100a, 100b, 101, 102

<400> 112
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<210> 113
<211> 6
<212> PRT5
<213> Mus musculus

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> CDR-H3 A5B7 CDR-3 más corta de VH del A5B7 correspondiente a las posiciones de Kabat 99, 100, 100a, 10
100b, 101, 102

<400> 113

15
<210> 114
<211> 7
<212> PRT
<213> Mus musculus

20
<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> CDR-H3 A5B7 CDR-3 más corta de VH del A5B7 correspondiente a las posiciones de Kabat 98, 99, 100, 
100a, 100b, 101, 102

25
<400> 114

<210> 115
<211> 830
<212> PRT
<213> Mus musculus

<220>
<221> MISC_FEATURE35
<223> CDR-H3 A5B7 CDR-3 más corta de VH del A5B7 correspondiente a las posiciones de Kabat 97, 98, 99, 100, 
100a, 100b, 101, 102

<400> 115

40

<210> 116
<211> 9
<212> PRT
<213> Mus musculus45

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> DR-H3 A5B7 CDR-3 más corta de VH del A5B7 correspondiente a las posiciones de Kabat 96, 97, 98, 99, 
100, 100a, 100b, 101, 10250

<400> 116

<210> 11755
<211> 759
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<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>
<223> A240 VL-A5B7 VH; Fv monocatenario5

<400> 117

<210> 11810
<211> 252
<212> PRT
<213> secuencia artificial

<220>15
<223> A240 VL -A5B7 VH; Fv monocatenario

<400> 118
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<210> 119
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<211> 753
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<220>5
<221> misc_feature
<223> A240VL -A5 VH; Fv monocatenario

<400> 119

10

<210> 120
<211> 250
<212> PRT
<213> Homo sapiens15

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> A240VL -A5 VH; Fv monocatenario

20
<400> 120
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<210> 121
<211> 759
<212> ADN
<213> Homo sapiens

5
<220>
<221> misc_feature
<223> A240VL- B9 VH; Fv monocatenario

<400> 12110

<210> 122
<211> 252
<212> PRT15
<213> Homo sapiens

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> A240VL- B9 VH; Fv monocatenario20

<400> 122
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<210> 123
<211> 753
<212> ADN
<213> Homo sapiens5

<220>
<221> misc_feature
<223> A240VL -D8 VH; Fv monocatenario

10
<400> 123

<210> 124
<211> 25015
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<220>
<221> MISC_FEATURE20
<223> A240VL -D8 VH; Fv monocatenario

<400> 124
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<210> 125
<211> 1500
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<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>
<221> A5 VH - A240 VL# x SEQ ID NO: 77 VHVL; anticuerpo monocatenario biespecífico5

<400> 125

10
<210> 126
<211> 499
<212> PRT
<213> secuencia artificial
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<220>
<223> A5 VH - A240 VL# x SEQ ID NO: 77 VHVL; anticuerpo monocatenario biespecífico

<400> 1265
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<210> 127
<211> 1500
<212> ADN5
<213> secuencia artificial

<220>
<223> SEQ ID NO: 77 VHVL x A5 VH – A240 VL#; anticuerpo monocatenario biespecífico

10
<400> 127
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<210> 128
<211> 499
<212> PRT5
<213> secuencia artificial

<220>
<223> SEQ ID NO: 77 VHVL x A5 VH – A240 VL#; anticuerpo monocatenario biespecífico

10
<400> 128
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<210> 129
<211> 1506
<212> ADN5
<213> secuencia artificial

<220>
<223> B9 VH -A240 VL# x SEQ ID NO: 77 VHVL; anticuerpo monocatenario biespecífico

10
<400> 129
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<210> 130
<211> 501
<212> PRT5
<213> secuencia artificial

<220>
<223> B9 VH -A240 VL# x SEQ ID NO: 77 VHVL; anticuerpo monocatenario biespecífico

10
<400> 130
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<210> 131
<211> 1506
<212> ADN
<213> secuencia artificial

5
<220>
<223> SEQ ID NO: 77 VHVL x B9 VH - A240 VL#; anticuerpo monocatenario biespecífico

<400> 131

10

<210> 132
<211> 501
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<212> PRT
<213> secuencia artificial

<220>
<223> SEQ ID NO: 77 VHVL x B9 VH - A240 VL#; anticuerpo monocatenario biespecífico5

<400> 132
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<210> 133
<211> 1500
<212> ADN5
<213> secuencia artificial

<220>
<223> D8 VH - A240 VL# x SEQ ID NO: 77 VHVL; anticuerpo monocatenario biespecífico

10
<400> 133
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<210> 134
<211> 499
<212> PRT5
<213> secuencia artificial

<220>
<223> D8 VH - A240 VL# x SEQ ID NO: 77 VHVL; anticuerpo monocatenario biespecífico

10
<400> 134

ES 2 595 091 T3

 



167

ES 2 595 091 T3

 



168

<210> 135
<211> 1500
<212> ADN5
<213> secuencia artificial

<220>
<223> SEQ ID NO: 77 VHVL x D8 VH – A240 VL#; anticuerpo monocatenario biespecífico

10
<400> 135
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<210> 136
<211> 499
<212> PRT5
<213> secuencia artificial

<220>
<223> SEQ ID NO: 77 VHVL x D8 VH – A240 VL#; anticuerpo monocatenario biespecífico

10
<400> 136
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<210> 137
<211> 31
<212> ADN5
<213> secuencia artificial

<220>
<223> 5’CEAI LH; oligonucleótido

10
<400> 137

<210> 138
<211> 4715
<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>
<223> 3’CEAI VL Enlazador; oligonucleótido20

<400> 138

<210> 13925
<211> 48
<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>30
<223> 5’CEAI VH Enlazador; oligonucleótido

<400> 139

35
<210> 140
<211> 22
<212> ADN
<213> SECUENCIA ARTIFICIAL

40
<220>
<223> 3’CEAI LH; oligonucleótido

<400> 140

45

<210> 141
<211> 14
<212> PRT
<213> secuencia artificial50

<220>
<223> enlazador polipeptídico desinmunizado

<400> 14155
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<210> 142
<211> 1524
<212> ADN5
<213> secuencia artificial

<220>
<223> SEQ ID NO: 77 VHVL x E12 VH – A240 VL; anticuerpo monocatenario biespecífico

10
<400> 142
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<210> 143
<211> 507
<212> PRT5
<213> SECUENCIA ARTIFICIAL

<220>
<223> SEQ ID NO: 77 VHVL x E12 VH – A240 VL; anticuerpo monocatenario biespecífico

10
<400> 143
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<210> 144
<211> 55
<212> PRT
<213> HOMO SAPIENS

<220>
<221> MISC_FEATURE10
<223> CDR-H1 E12; CDR1 de VH E12

<400> 144

15
<210> 145
<211> 19
<212> PRT
<213> Homo sapiens

20
<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> CDR-H2 E12; CDR2 de VH E12

<400> 14525

<210> 146
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<211> 121
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<220>5
<221> MISC_FEATURE
<223> E12 VH; región VH

<400> 146

10

<210> 147
<211> 252
<212> PRT
<213> HOMO SAPIENS15

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> E12 VH – A240 VL; Fv monocatenario

20
<400> 147
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REIVINDICACIONES

1. Una composición farmacéutica para el tratamiento de un tumor epitelial en un ser humano, comprendiendo 
dicha composición farmacéutica un anticuerpo monocatenario biespecífico que tiene

(a) un primer dominio de unión que se une específicamente a CD3 humano, y

(b) un segundo dominio de unión que se une específicamente a CEA humano, 5

en el que dicho segundo dominio de unión específico para CEA humano comprende

(i) una CDR-H1 que tiene la secuencia de aminoácidos “SYWMH” (SEQ ID NO. 68), una CDR-H2 que tiene 
la secuencia de aminoácidos “FIRNKANGGTTEYAASVKG” (SEQ ID NO. 67), una CDR-L1 que tiene la 
secuencia de aminoácidos “TLRRGINVGAYSIY” (SEQ ID NO. 73), una CDR-L2 que tiene la secuencia de 
aminoácidos “YKSDSDKQQGS” (SEQ ID NO. 72) y una CDR-L3 que tiene la secuencia de aminoácidos 10
“MIWHSGASAV” (SEQ ID NO. 71);

(ii) una CDR-H1 que tiene la secuencia de aminoácidos “SYWMH” (SEQ ID NO. 68), una CDR-H2 que tiene 
la secuencia de aminoácidos “FILNKANGGTTEYAASVKG” (SEQ ID NO. 145), una CDR-L1 que tiene la 
secuencia de aminoácidos “TLRRGINVGAYSIY” (SEQ ID NO. 73), una CDR-L2 que tiene la secuencia de 
aminoácidos “YKSDSDKQQGS” (SEQ ID NO. 72) y una CDR-L3 que tiene la secuencia de aminoácidos 15
“MIWHSGASAV” (SEQ ID NO. 71); o

(iii) una CDR-H1 que tiene la secuencia de aminoácidos “TYAMH” (SEQ ID NO. 70), una CDR-H2 que tiene la 
secuencia de aminoácidos “LISNDGSNKYYADSVKG” (SEQ ID NO. 69), una CDR-L1 que tiene la secuencia de 
aminoácidos “TLRRGINVGAYSIY” (SEQ ID NO. 73), una CDR-L2 que tiene la secuencia de aminoácidos 
“YKSDSDKQQGS” (SEQ ID NO. 72) y una CDR-L3 que tiene la secuencia de aminoácidos “MIWHSGASAV” 20
(SEQ ID NO. 71); y

en el que dicho segundo dominio de unión comprende al menos la secuencia de aminoácidos 
“DX1X2X3X4FYFDY” (SEQ ID NO. 65), en la que “X2”, “X3” o “X4” representa cualquier residuo aminoacídico, y el 
residuo aminoacídico “D” corresponde a la posición de Kabat 95 de la CDR-H3 del anticuerpo monoclonal 
murino A5B7 y los residuos aminoacídicos “FYFDY” corresponden a las posiciones de Kabat 100, 100a, 100b, 25
101, y 102, respectivamente, de la CDR-H3 del anticuerpo monoclonal murino A5B7.

2. La composición farmacéutica de la reivindicación 1, en la que

- “X1” representa “R” (arginina), “F” (fenilalanina), “M” (metionina), “E” (ácido glutámico), o “T” (treonina);

- “X2” representa “G” (glicina), “Y” (tirosina), “A” (alanina), “D” (ácido aspártico), o “S” (serina);

- “X3” representa “L” (leucina), “F” (fenilalanina), “M” (metionina), “E” (ácido glutámico), o “T” (treonina); y30

- “X4” representa “R” (arginina), “Y” (tirosina), “A” (alanina), “D” (ácido aspártico), o “S” (serina).

3. La composición farmacéutica de la reivindicación 1 o 2, en la que dicho segundo dominio de unión específico 
para CEA humano comprende al menos la secuencia de aminoácidos “DRGLRFYFDY” (SEQ ID NO. 66) 
correspondiente a las posiciones de Kabat 95 – 102 de la CDR-H3 del anticuerpo monoclonal murino A5B7.

4. La composición farmacéutica de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en la que dicho primer dominio de 35
unión específico para CD3 está situado de forma C-terminal.

5. La composición farmacéutica de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en la que dichos dominios de unión 
están dispuestos en el orden VHCEA-VLCEA-VHCD3-VLCD3 o VLCEA-VHCEA-VHCD3-VLCD3.

6. La composición farmacéutica de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en la que la secuencia de 
aminoácidos de la región VH del segundo dominio de unión específico para CEA humano es SEQ ID NO. 60 o 40
146.

7. La composición farmacéutica de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en la que la secuencia de 
aminoácidos de la región VH del segundo dominio de unión específico para CEA humano es SEQ ID NO. 58 o 
SEQ ID NO.62.

8. La composición farmacéutica de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en la que la secuencia de 45
aminoácidos de la región VL del segundo dominio de unión específico para CEA humano es SEQ ID NO. 64.

9. La composición farmacéutica de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en la que las regiones V del 
segundo dominio de unión específico para CEA se seleccionan del grupo que consiste en:

(a) la región VH consiste en la secuencia de aminoácidos mostrada en la SEQ ID NO. 60 y la región VL 
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consiste en la secuencia de aminoácidos mostrada en la SEQ ID NO. 64;

(b) la región VH consiste en la secuencia de aminoácidos mostrada en la SEQ ID NO. 146 y la región VL 
consiste en la secuencia de aminoácidos mostrada en la SEQ ID NO. 64

(c) la región VH consiste en la secuencia de aminoácidos mostrada en la SEQ ID NO. 58 y la región VL 
consiste en la secuencia de aminoácidos mostrada en la SEQ ID NO. 64;5

(d) la región VH consiste en la secuencia de aminoácidos mostrada en la SEQ ID NO. 62 y la región VL 
consiste en la secuencia de aminoácidos mostrada en la SEQ ID NO. 64; y

(e) la región VH consiste en la secuencia de aminoácidos mostrada en la SEQ ID NO. 56 y la región VL 
consiste en la secuencia de aminoácidos mostrada en la SEQ ID NO. 64.

10. La composición farmacéutica de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en la que dicho anticuerpo 10
monocatenario biespecífico comprende una secuencia de aminoácidos seleccionada del grupo que consiste en:

(a) una secuencia de aminoácidos como se representa en cualquiera de las SEQ ID NO. 6, 8, 16, 18, 24, 32, 
34, 40, 42, 126, 130, 134 o 143;

(b) una secuencia de aminoácidos codificada por una secuencia de ácido nucleico como se muestra en las 
SEQ ID NO. 5, 7, 15, 17, 23, 25, 31, 33, 39, 41, 125, 129, 133 o 142; y15

(c) una secuencia de aminoácidos codificada por una secuencia de ácido nucleico que se degenera como 
resultado del código genético a una secuencia de nucleótidos de (b).

11. La composición farmacéutica de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en la que dicho anticuerpo 
monocatenario biespecífico comprende una marca His.

12. La composición farmacéutica de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en la que dicho tumor epitelial es un 20
adenocarcinoma gastrointestinal, un adenocarcinoma de mama o un adenocarcinoma pulmonar.

13. La composición farmacéutica de la reivindicación 12, en la que dicho adenocarcinoma gastrointestinal es un 
adenocarcinoma colorrectal, pancreático, esofágico o gástrico.

14. La composición farmacéutica de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, en la que dicha composición 
farmacéutica es para el tratamiento de tumores progresivos, tumores en estadio tardío, pacientes con tumores 25
con carga/masa tumoral alta, tumores metastásicos, o pacientes con tumores con una concentración sérica de 
CEA mayor de 100 ng/ml.

15. La composición farmacéutica de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, en la que al menos uno de dichos 
dominios de unión primero o segundo es quimérico, humanizado, injertado con CDR, y/o desinmunizado o 
humano.30

16. Una composición farmacéutica que comprende una secuencia de ácido nucleico que codifica un anticuerpo 
monocatenario biespecífico como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15.

17. Una composición farmacéutica que comprende un vector que comprende una secuencia de ácido nucleico 
como se define en la reivindicación 16.

18. La composición farmacéutica de la reivindicación 17, en la que dicho vector comprende además una secuencia 35
reguladora que está unida de forma funcional a dicha secuencia de ácido nucleico definida en la reivindicación 
16.

19. La composición farmacéutica de la reivindicación 17 o 18, en la que dicho vector es un vector de expresión.

20. Una composición farmacéutica que comprende un huésped transformado o transfectado con un ácido nucleico 
definido en la reivindicación 16 o un vector definido en cualquiera de las reivindicaciones 17 a 19.40

21. Una composición farmacéutica de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 20, que comprende 
además un compuesto proteináceo que puede proporcionar una señal de activación para células efectoras 
inmunitarias.

22. Un procedimiento para la producción de una composición farmacéutica de acuerdo con cualquiera de las 
reivindicaciones 1 a 21, comprendiendo dicho procedimiento cultivar un huésped definido en la reivindicación 45
20 en condiciones que permitan la expresión del anticuerpo monocatenario biespecífico como se define en 
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15 y recuperar el anticuerpo monocatenario biespecífico producido del 
cultivo.

23. La composición farmacéutica de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 22, que comprende además 
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formulaciones adecuadas de vehículos, estabilizantes y/o excipientes.

24. Uso de un anticuerpo monocatenario biespecífico como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15, 
una molécula de ácido nucleico como se define en la reivindicación 16, un vector como se define en cualquiera 
de las reivindicaciones 17 a 19, o u huésped como se define en la reivindicación 20, para la preparación de una 
composición farmacéutica para la prevención, tratamiento o mejoría de un tumor epitelial en un ser humano.5

25. El uso de la reivindicación 24, en el que dicho tumor epitelial es un adenocarcinoma gastrointestinal, un 
adenocarcinoma de mama o un adenocarcinoma pulmonar.

26. El uso de acuerdo con la reivindicación 25, en el que dicho adenocarcinoma gastrointestinal es un 
adenocarcinoma colorrectal, pancreático, esofágico o gástrico.

27. El uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 24 a 26, en el que la composición farmacéutica es 10
para el tratamiento de tumores progresivos, tumores en estadio tardío, pacientes con tumores con carga/masa 
tumoral alta, tumores metastásicos, o pacientes con tumores con una concentración sérica de CEA mayor de 
100 ng/ml.

28. El uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 27, en el que dicha composición farmacéutica es 
adecuada para administrarse en combinación con un fármaco adicional.15

29. El uso de la reivindicación 28, en el que dicho fármaco adicional es un compuesto no proteináceo o un 
compuesto proteináceo.

30. El uso de la reivindicación 29, en el que dicho compuesto proteináceo puede proporcionar una señal de 
activación para células efectoras inmunitarias.

31. El uso de la reivindicación 29 o 30, en el que dicho compuesto proteináceo o compuesto no proteináceo se 20
administra simultáneamente o no simultáneamente con un anticuerpo monocatenario biespecífico como se 
define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15, una molécula de ácido nucleico como se define en la 
reivindicación 16, un vector como se define en cualquiera de las reivindicaciones 17 to 19, o un huésped como 
se define en la reivindicación 20.

32. Un kit que comprende un anticuerpo monocatenario biespecífico como se define en cualquiera de las 25
reivindicaciones 1 a 15, una molécula de ácido nucleico como se define en la reivindicación 16, un vector como 
se define en cualquiera de las reivindicaciones 17 a 19 o un huésped como se define en la reivindicación 20.

33. La composición farmacéutica de la reivindicación 14 o el uso de la reivindicación 27, en el que dicha 
concentración sérica de CEA se determina por ELISA.

30
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FIGURA 1

CHO transfectadas con CEA HPB-AII (CD3+)
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FIGURA 2
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FIGURA 3
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CE 50 [ng/ml]
SEQ ID NO. 77 VHVL x CEAI VHVL 0,0045

SEQ ID NO. 77 VHVL x CEAI VLVH 0,0035

CEAI VLVH x SEQ ID NO. 77 VHVL 0,0196

CEAI VHVL x SEQ ID NO. 77 VHVL 1,2

Control negativo n.a.
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FIGURA 4

Dianas: CHO-CEA+
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CE50 [ng/ml] I-HL II-HL III-LH III-HL
CHO-CEA+ 9,3 1,2 119 139
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FIGURA 5
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CEA sol. [µg/ml] 0 0,1 1
CEA I VHVL x SEQ ID NO.77 VHVL
CE50 [ng/ml]

1,6 2,4 3,2

CEA I VLVH x SEQ ID NO.77 VHVL
CE50 [ng/ml]

0,034 0,024 0,058
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FIGURA 6
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CEA sol. [µg/ml] 0 0,004 0,02 0,1 0,5 1
SEQ ID NO.77 VHVLx CEA-I LH 
CE50 [pg/mI]

3,5 2,3 0,4 3,5 1,6 5,1

SEQ ID NO.77 VHVLx CEA-I HL
CE50 [pg/mI]

4,5 6,2 7,4 8,4 9,1 11,6
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FIGURA 7
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CEA sol. [µg/ml] 0 0,1 1
CEA II VHVL x SEQ ID NO.77 VHVL
CE50 [ng/ml]

8,2 114,6 3980

ES 2 595 091 T3

 



189

FIGURA 8
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CEA sol. [µg/ml] 0 0,004 0,02 0,1 0,5
CEA I VHVL x SEQ ID NO.77 VHVL CE50 [ng/ml] 3,9 3,3 4,7 5,5 3,8
CEA III VHVL x SEQ ID NO.77 VHVL CE50 [ng/ml] n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
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FIGURA 9
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CEA sol. [µg/ml] 0 0,02 0,1 0,5 1,0
CEA II VHVL x SEQ ID NO.77 VHVL CE50 [ng/ml] 23 14 159 1415 5057
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FIGURA 10
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CEA sol. [µg/ml] 0 0,004 0,1 0,5 1,0
CEA I VHVL x SEQ ID NO.77 VHVL CE50 [ng/ml] 3,6 3,6 65,4 6,3 5,1
CEA II VHVL x SEQ ID NO.77 VHVL CE50 [ng/ml] -- 1,2 36,5 77,9 578
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FIGURA 11
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CEA sol. [µg/ml] 0,004 0,02 0,1 0,5 1,0
CEA II VHVL x SEQ ID NO.77 VHVL CE50 [ng/ml] 4,0 16 60 432 1983
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FIGURA 12
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FIGURA 13
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FIGURA 14

Kato III (positivas para CEA) HPB-AII (positivas para CD3)
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FIGURA 15
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CE50 [ng/ml]
B9 VH – A240 VL x SEQ ID 
NO.77 VHVL

0,58

CEA I VH – A240 VL x SEQ ID 
NO.77 VHVL

1,61

D8 VH – A240 VL x SEQ ID 
NO.77 VHVL

10,1

A5 VH – A240 VL x SEQ ID 
NO.77 VHVL

10,5
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FIGURA 16
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CE50 [ng/ml]
A240 VL-D8 VH x SEQ ID NO.77 VHVL 5,1
A240 VL-A5 VH x SEQ ID NO.77 VHVL 7,7
A240 VL-B9 VH x SEQ ID NO.77 VHVL 6,7
A240 VL-CEAI VH x SEQ ID NO.77 VHVL 135,9
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FIGURA 17
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CE50 [ng/ml]
SEQ ID NO.77 VHVL x B9 VH-A240 VL 0,042
SEQ ID NO.77 VHVL x CEA I VLVH 0,092
SEQ ID NO.77 VHVL x A5 VH-A240 VL 7,5
SEQ ID NO.77 VHVL x D8 VH-A240 VL 13,8
SEQ ID NO.77 VHVL x CEA I VH-A240 VL 15,6
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FIGURA 18
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CE50 [ng/ml]
SEQ ID NO.77 VHVL x A240 VL – D8 VH 11,0
SEQ ID NO.77 VHVL x A240 VL – A5 VH 13,5
SEQ ID NO.77 VHVL x A240 VL – B9 VH 18,4
SEQ ID NO.77 VHVL x A240 VL – CEA I VH 29,8
SEQ ID NO.77 VHVL x CEA I VLVH 40,0
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FIGURA 19
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CEA sol. [µg/ml] 0 0,1 1
B9 VH - A240 VL x SEQ ID NO.77 VHVL
CE50 [ng/ml]

0,58 1,04 3,65

A5 VH - A240 VL x SEQ ID NO.77 VHVL
CE50 [ng/ml]

10,5 10,4 14,0
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FIGURA 20
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CEA sol. [µg/ml] 0 0,1 1
D8 VH - A240 VL x SEQ ID NO.77 VHVL
CE50 [ng/ml]

15,1 24,1 17,5

CEAI VH - A240 VL x SEQ ID NO.77 VHVL
CE50 [ng/ml]

31,6 28,8 39,0
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FIGURA 21
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CE50 [ng/ml]

A240 (VL) – B9 (VH) x SEQ ID NO.77 VHVL 5,3

SEQ ID NO.77 VHVL x A240 (VL) – B9 (VH) 22,9

SEQ ID NO.77 VHVL x B9 (VH) – A240 (VL) 74,2

B9 (VH) – A240 (VL) x SEQ ID NO.77 VHVL 178,2

SEQ ID NO.77 VHVL x CEA I 538,6

Control negativo n.a.
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FIGURA 22
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CEA sol. [µg/ml] 0 0,1 1
A240 VL - B9 VH x SEQ ID NO.77 VHVL
CE50 [ng/ml]

1,0 1,0 8,9
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FIGURA 23

Cromatografía de intercambio catiónico de alta resolución

de A240 VL - B9 VH x SEQ ID NO.77 VHVL
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FIGURA 24

Pruebas de estabilidad de proteína de A240 VL - B9 VH x SEQ ID NO.77 VHVL en plasma humano
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CE50 [ng/ml]
Incubación durante 24 h en plasma a 37 ºC 4,0

Incubación durante 24 h en plasma a 4 ºC 16,5

Dilución de proteína de inmediato antes del 
ensayo en RPMI

7,1

Dilución de proteína de inmediato antes del 
ensayo en plasma

9,4
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FIGURA 25

Cromatografía de intercambio catiónico de alta resolución

de SEQ ID NO.77 VHVL x E12 VH-A240 VL 
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FIGURA 26

Pruebas de estabilidad de proteína de SEQ ID NO.77 VHVL x E12 VH-A240 VL en plasma humano
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CE50 [ng/ml]
Incubación durante 24 h en plasma a 37 ºC 111,4

Incubación durante 24 h en plasma a 4 ºC 214,0

Dilución de proteína de inmediato antes del 
ensayo en RPMI

159,5

Dilución de proteína de inmediato antes del 
ensayo en plasma

59,1

ES 2 595 091 T3

 



208

FIGURA 27
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CEA sol. [µg/ml] 0 0,1 1
SEQ ID NO.77 VHVL x E12 VH - A240 VL 
CE50 [ng/ml]

28,2 37,6 55,3
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