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DESCRIPCIÓN

Anticuerpo biespecífico recombinante que se une a CD20 y CD95

La invención se refiere a un nuevo formato de anticuerpo biespecífico que se une a CD20 y CD95.

Antecedentes

CD95/Fas/Apo-1 es un receptor de superficie celular capaz de inducir la muerte apoptótica de células humanas. De 5
forma similar al ligando fisiológico de este receptor, CD95L, los anticuerpos anti-CD95 agonísticos pueden inducir la 
apoptosis si la unión con CD95 ocurre en un formato multimérico, por ejemplo como IgM pentamérica o IgG3 
autoagregante. Alternativamente, los anticuerpos anti-CD95 se pueden entrecruzar mediante receptores de Fc en 
células vecinas o mediante anticuerpos secundarios para lograr actividad agonística.

Dado que muchas células tumorales expresan CD95, se ha perseguido tenazmente el uso de anticuerpos anti-CD95 10
agonísticos para la terapia de tumores después de la caracterización inicial de anticuerpos CD95 prototípicos. Sin 
embargo, pronto se evidenció que, al menos en su forma más simple de aplicar anticuerpos anti CD95 agonísticos o 
CD95L recombinante a pacientes, este enfoque falla porque muchos tipos de células normales expresan CD95 
funcional y pueden ser destruidas por anticuerpos agonísticos.

El CD20 es un marcador de células B implicadas en muchos linfomas y enfermedades autoinmunitarias, p. ej. 15
esclerosis múltiple (MS), artritis reumatoide (RA) y lupus eritematoso sistémico (SLE).

Los anticuerpos dirigidos contra el antígeno de superficie CD20 asociado a las células B pueden dirigirse tanto a las 
células B normales como a las malignas. Se utilizan con éxito en el tratamiento de la leucemia y el linfoma derivados 
de células B y la enfermedad autoinmunitaria mediada por anticuerpos, respectivamente. El Rituximab (nombres 
comerciales Rituxan y MabThera) es un anticuerpo monoclonal quimérico contra la proteína CD20. El rituximab 20
destruye las células B y por ello se usa para tratar enfermedades que se caracterizan por un número excesivo de 
células B, células B hiperactivas o células B disfuncionales. Esto incluye muchos linfomas, leucemias, rechazo de 
trasplantes y algunos trastornos autoinmunitarios.

Sin embargo, el rituximab mata células CD20-positivas de forma no específica, y se demostró que es clínicamente 
eficaz en la MS pero está comprometido por efectos secundarios (por ejemplo, leucoencefalopatía multifocal 25
progresiva, PML).

Se demostró con anterioridad que los fragmentos biespecíficos F(ab')2 (bs-F(ab')2) con especificidad para CD95 y 
diferentes antígenos diana en células de linfoma, tales como CD20 y CD40, inducen la apoptosis de células positivas 
para CD95 y el antígeno diana correspondiente. Las células de linfoma que expresan CD95 pero no el antígeno 
diana no fueron destruidas (Jung et al. Cancer Research 61, 1846 - 1848 (2001)).30

Herrmann et al. (Cancer Research 68 (4): 1221 - 7 (2008) evaluaron la influencia del formato del anticuerpo y la 
naturaleza del antígeno diana sobre la apoptosis mediada por CD95 selectiva en células tumorales.

El documento US2003/0232049A1 describe un reactivo multiespecífico para estimular selectivamente los receptores 
de la superficie de la célula. Se describen anticuerpos biespecíficos consistentes en fragmentos de anticuerpo de 
unión al antígeno con un primer sitio de unión para un receptor de superficie celular, tal como un receptor de muerte, 35
p. ej. CD95, y un segundo sitio de unión para un antígeno diana de la misma célula, tal como CD20 o CD40, para 
destruir células cancerosas.

Compendio de la invención.

El objetivo de la invención es proporcionar un formato de anticuerpo biespecífico dirigido contra CD20 y CD95, con 
una actividad biológica mejorada.40

El objeto se resuelve mediante el tema como se reivindica.

De acuerdo con la invención, se proporciona un formato de anticuerpo biespecífico que comprende o consiste en

a) un fragmento Fab que comprende un primer sitio de unión para un primer antígeno;

b) un fragmento scFv que comprende un segundo sitio de unión para un segundo antígeno; 

c) opcionalmente secuencia o secuencias enlazadoras; y45

d) un dominio CH2, en el que el fragmento Fab y el fragmento scFv están unidos a través del dominio 
CH2, en donde

- el primer antígeno es CD95 y el segundo antígeno es CD20; o

- el primer antígeno es CD20 y el segundo antígeno es CD95.

E13792035
27-11-2017ES 2 649 991 T3

 



3

Específicamente, el formato del anticuerpo comprende una estructura como la representada en la Figura 1A. Se 
llama por ejemplo NA-C20 o Novotarg.

De acuerdo con una realización específica, el formato es una construcción que comprende o que consiste en

a) un fragmento Fab que consiste en un par de dominios VL/VH y un par de dominios CL/CH1, el cual
fragmento Fab comprende el primer sitio de unión;5

b) un scFv que consiste en dominios VH/VL unidos entre sí;

c) opcionalmente, secuencia  o secuencias enlazadoras; y

d) un dominio CH2 que une el dominio CH1 del fragmento Fab de a) al dominio VH del scFv de b),

donde

-el primer antígeno es CD95 y el segundo antígeno es CD20; o10

-el primer antígeno es CD20 y el segundo antígeno es CD95.

La estructura se basa en dominios de anticuerpo específicos con o sin secuencias enlazadoras.

El formato de anticuerpo de la invención es preferiblemente un formato de anticuerpo recombinante, producido por 
una célula caliente recombinante que comprende secuencias heterólogas para expresar dicho formato de 
anticuerpo.15

Preferiblemente, el formato de anticuerpo de la invención es un formato de anticuerpo monoclonal, que puede 
comprender secuencias de aminoácidos nativas o comprender una o más mutaciones de la secuencia de 
aminoácidos, la estructura terciaria y opcionalmente la glicosilación, p. ej. para mejorar la especificidad, la afinidad 
y/o avidez de unión a una diana, o para mejorar la estabilidad del formato, o aumentar la capacidad de producción 
de la molécula recombinante.20

Específicamente, los dominios del anticuerpo son de origen mamífero, tales como roedores, p. ej. murino, o de 
origen humano, o dominios de anticuerpos quiméricos o humanizados de origen mamífero distinto del humano, tales 
como dominios de anticuerpos murinos o camélidos humanizados.

De acuerdo con un aspecto específico, el sitio de unión que se une a CD20 comprende seis regiones determinantes 
de complementariedad de dominios variables del anticuerpo (CDR1 a CDR6), en donde25

A)

i) CDR1 comprende la secuencia de aminoácidos RASSSVSYM (SEC ID 12);

ii) CDR2 comprende la secuencia de aminoácidos APSNLAS (SEC ID 13);

iii) CDR3 comprende la secuencia de aminoácidos QQWSFNPPT (SEC ID 14);

iv) CDR4 comprende la secuencia de aminoácidos SYNMH (SEC ID 16);30

v) CDR5 comprende la secuencia de aminoácidos AIYPGNGDTSYNQKFKG (SEC ID 17); y

vi) CDR6 comprende la secuencia de aminoácidos WYYSNSYWYFDV (SEC ID 18);

o

B) una variante funcionalmente activa de la misma, en la que al menos uno de

i) CDR1 comprende una secuencia de aminoácidos que tiene al menos un 70% de identidad de 35
secuencia con la secuencia de aminoácidos RASSSVSYM (SEC ID 12), o al menos 80% o al menos 90%;

ii) CDR2 comprende una secuencia de aminoácidos que tiene al menos un 70% de identidad de 
secuencia con la secuencia de aminoácidos APSNLAS (SEC ID 13), o al menos un 80% o al menos un 
90%;

iii) CDR3 comprende una secuencia de aminoácidos que tiene al menos un 70% de identidad de 40
secuencia con la secuencia de aminoácidos QQWSFNPPT (SEC ID 14), o al menos un 80% o al menos un 
90%;

iv) CDR4 comprende una secuencia de aminoácidos que tiene al menos un 70% de identidad de 
secuencia con la secuencia de aminoácidos SYNMH (SEC ID 16), o al menos un 80% o al menos un 90%;
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v) CDR5 comprende una secuencia de aminoácidos que tiene al menos un 70% de identidad de 
secuencia con la secuencia de aminoácidos AIYPGNGDTSYNQKFKG (SEC ID 17), o al menos el 80% o al 
menos el 90%; y/o

vi) CDR6 comprende una secuencia de aminoácidos que tiene al menos un 70% de identidad de 
secuencia con la secuencia de aminoácidos VVYYSNSYWYFDV (SEC ID 18), o al menos un 80% o al 5
menos un 90%.

La invención contempla específicamente el uso de cualquier formato de anticuerpo que comprenda un sitio de unión 
con CD20 derivado de las secuencias A i) a vi) anteriores, p. ej. las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de la región 
variable de la cadena ligera y/o las secuencias CDR4, CDR5 y CDR6 de la región variable de la cadena pesada, que 
incluyen construcciones que comprenden dominios variables individuales que comprenden o bien  la combinación de 10
las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3, o la combinación de las secuencias CDR4, CDR5 y CDR6, o pares de tales 
dominios variables simples, por ejemplo pares de dominios VH, VHH o VH/VL.

Las realizaciones específicas se refieren al formato de anticuerpo que comprende al menos una de las secuencias 
de CDR de A, preferiblemente al menos dos o al menos tres, y al menos una de las secuencias de CDR de B.

Otras realizaciones específicas se refieren al formato de anticuerpo que comprende al menos una de las secuencias 15
de CDR de B, preferiblemente al menos dos o al menos tres, y al menos una de las secuencias de CDR de A.

Las realizaciones específicas se refieren al uso de una región variable de la cadena ligera que comprende la 
secuencia CDR1 de A i), la secuencia CDR2 de A ii) y la secuencia CDR3 de A iii), y una región variable de la 
cadena pesada que comprende la secuencia CDR4 de A iv) o B iv), la secuencia CDR5 de A v) o B v) y la secuencia 
CDR6 de A vi) o B vi), en donde al menos una de las secuencias CDR4, CDR5 y CDR6 comprende una variante de 20
B funcionalmente activa.

Otras realizaciones específicas se refieren al uso de una región variable de la cadena pesada que comprende la 
secuencia CDR4 de A iv), la secuencia CDR5 de A v) y la secuencia CDR6 de A vi), y una región variable de la 
cadena ligera que comprende la secuencia CDR1 de Ai) o B i), la secuencia CDR2 de A ii) o B ii) y la secuencia 
CDR3 de A iii) o B iii), en donde al menos una de las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 comprende una variante de 25
B funcionalmente activa.

Una variante de B comprende opcionalmente la secuencia de CDR específica como la listada, que contiene 
mutaciones de uno, dos o tres puntos, p. ej. por inserción, deleción, sustitución o derivatización química de un resto 
de aminoácido.

Las variantes de un aglutinante CD20 se consideran variantes funcionalmente activas, si se unen a CD20, 30
específicamente a CD20 humano, en particular con una alta afinidad, p. ej. con un Kd < 10-8.

De acuerdo con una realización específica, el formato de anticuerpo biespecífico comprende un dominio VL que 
comprende o que consiste en la secuencia de aminoácidos de la SEC ID 11 y/o un dominio VH que comprende o 
que consiste en la secuencia de aminoácidos de la SEC ID 15, o variantes de la misma funcionalmente activas.

Específicamente, la variante es una variante humanizada que comprende un dominio VL que comprende o que 35
consiste en la secuencia de aminoácidos de SEC ID 19 y/o un dominio VH que comprende o que consiste en la 
secuencia de aminoácidos de SEC ID 20, o una variante de la misma funcionalmente activa.

De acuerdo con un aspecto específico, el sitio de unión que se une a CD95 comprende seis regiones determinantes 
de complementariedad de dominios de anticuerpo variables (CDR1 a CDR6), en donde

A)40

i) CDR1 comprende la secuencia de aminoácidos RASESVEYYGTSLMQ (SEC ID 2);

ii) CDR2 comprende la secuencia de aminoácidos VASNVES (SEC ID 3);

iii) CDR3 comprende la secuencia de aminoácidos QQSTKVPWT (SEC ID 4);

iv) CDR4 comprende la secuencia de aminoácidos TNAMN (SEC ID 6);

v) CDR5 comprende la secuencia de aminoácidos RIRSKSNNYATYYAESVKD (SEC ID 7); y45

vi) CDR6 comprende la secuencia de aminoácidos DGYY (SEC ID 8);

o

B) una variante funcionalmente activa de la misma, en la que al menos uno de
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i) CDR1 comprende una secuencia de aminoácidos que tiene al menos 70% de identidad de secuencia con la 
secuencia de aminoácidos RASESVEYYGTSLMQ (SEC ID 2), o al menos 80% o al menos 90%;

ii) CDR2 comprende una secuencia de aminoácidos que tiene al menos 70% de identidad de secuencia con la 
secuencia de aminoácidos VASNVES (SEC ID 3), o al menos 80% o al menos 90%;

iii) CDR3 comprende una secuencia de aminoácidos que tiene al menos un 70% de identidad de secuencia 5
con la secuencia de aminoácidos QQSTKVPWT (SEC ID 4), o al menos 80% o al menos 90%;

iv) CDR4 comprende una secuencia de aminoácidos que tiene al menos 70% de identidad de secuencia con la 
secuencia de aminoácidos TNAMN (SEC ID 6), o al menos 80% o al menos 90%;

v) CDR5 comprende una secuencia de aminoácidos que tiene al menos un 70% de identidad de secuencia 
con la secuencia de aminoácidos RIRSKSNNYATYYAESVKD (SEC ID 7), o al menos un 80% o al menos un 90%; 10
y/o

vi) CDR6 comprende una secuencia de aminoácidos que tiene al menos un 70% de identidad de secuencia 
con la secuencia de aminoácidos DGYY (SEC ID 8), o al menos 80% o al menos 90%.

La invención contempla específicamente el uso de cualquier formato de anticuerpo que comprenda un sitio de unión 
a CD95 derivado de las secuencias A i) a vi) anteriores, p. ej. las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de la región 15
variable de la cadena ligera y/o las secuencias CDR4, CDR5 y CDR6 de la región variable de la cadena pesada, que 
incluyen construcciones que comprenden dominios variables individuales que comprenden cualquiera de las 
secuencias CDR1, CDR2 y CDR3, o la combinación de las secuencias CDR4, CDR5 y CDR6, o pares de tales 
dominios variables individuales, por ejemplo pares de dominios VH, VHH o VH/VL.

Las realizaciones específicas se refieren al formato de anticuerpo que comprende al menos una de las secuencias 20
de CDR de A, preferiblemente al menos dos o al menos tres, y al menos una de las secuencias de CDR de B.

Otras realizaciones específicas se refieren al formato de anticuerpo que comprende al menos una de las secuencias 
de CDR de B, preferiblemente al menos dos o al menos tres, y al menos una de las secuencias de CDR de A.

Las realizaciones específicas se refieren al uso de una región variable de la cadena ligera que comprende la 
secuencia CDR1 de A i), la secuencia CDR2 de A ii) y la secuencia CDR3 de A iii), y una región variable de la 25
cadena pesada que comprende la secuencia CDR4 de A iv) o B iv), la secuencia CDR5 de A v) o B v) y la secuencia 
CDR6 de A vi) o B vi), en donde al menos una de las secuencias CDR4, CDR5 y CDR6 comprende una variante 
funcionalmente activa de B .

Otras realizaciones específicas se refieren al uso de una región variable de la cadena pesada que comprende la 
secuencia CDR4 de A iv), la secuencia de CDR5 de A v) y la secuencia CDR6 de A vi), y una región variable de la 30
cadena ligera que comprende la secuencia CDR1 de A i) o B i), la secuencia CDR2 de A ii) o B ii) y la secuencia 
CDR3 de A iii) o B iii), en donde al menos una de las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 comprende una variante 
funcionalmente activa de B.

Una variante de B comprende opcionalmente la secuencia de CDR específica listada, que contiene una, dos o tres 
mutaciones de punto, p. ej. por inserción, deleción, sustitución o derivatización química de un resto de aminoácido.35

Las variantes de un aglutinante CD95 se consideran variantes funcionalmente activas, si se unen a CD95, 
específicamente a CD95 humana, en particular con una afinidad alta, p. ej. con un Kd < 10-8M.

De acuerdo con una realización específica, el formato de anticuerpo biespecífico comprende un dominio VL que 
comprende o consiste en la secuencia de aminoácidos de la SEC ID 1 y/o un dominio VH que comprende o consiste 
en la secuencia de aminoácidos de la SEC ID 5, o variantes funcionalmente activas de la misma.40

Específicamente, la variante es una variante humanizada que comprende un dominio VL que comprende o consiste 
en la secuencia de aminoácidos de la SEC ID 9 y/o un dominio VH que comprende o consiste en la secuencia de 
aminoácidos de la SEC ID 10, o una variante funcionalmente activa de la misma.

De acuerdo con otra realización específica, el formato de anticuerpo biespecífico comprende o consiste en una 
secuencia de cadena ligera de SEC ID 21 y una secuencia de cadena pesada de SEC ID 23, o variantes 45
funcionalmente activas de las mismas.

Específicamente, la variante es una variante humanizada que comprende un dominio VL que comprende o que 
consiste en la secuencia de aminoácidos de la SEC ID 26 y/o un dominio VH que comprende o consiste en la 
secuencia de aminoácidos de la SEC ID 28, o una variante funcionalmente activa de la misma.

El formato de anticuerpo biespecífico de acuerdo con la invención comprende específicamente secuencias murinas, 50
quiméricas, humanizadas y/o humanas.
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Se prefiere que el formato de anticuerpo biespecífico de acuerdo con la invención se una a CD20 con una Kd < 10-8

M y/o  que se una a CD95 con una Kd < 10-8 M.

Un ejemplo de construcción es una cadena única Fab biespecífica recombinante (bsFabXsc) con especificidad para 
CD20XCD95 descrita esquemáticamente en la Figura 1. Se denomina, por ejemplo, NA-C20 o Novotarg.

Específicamente, el formato puede derivarse de un anticuerpo de la clase IgG, en particular cualquiera de las 5
subclases lgG1, lgG2 o lgG4, que comprende específicamente dominios de anticuerpos o secuencias derivadas de 
un anticuerpo IgG humano.

Específicamente, el formato puede derivarse de un anticuerpo IgG humano.

De acuerdo con otro aspecto específico, el formato del anticuerpo se proporciona para uso médico, preferiblemente 
para uso en el tratamiento o prevención de un trastorno de las células B.10

De acuerdo con un aspecto específico, el formato de anticuerpo de la invención se proporciona para uso médico 
para tratar una enfermedad asociada con un nivel no deseado o regulación al alza de células B, p. ej. células B 
excesivas o malignas, o un trastorno inmunitario causado por una respuesta inmunitaria anómala, excesiva o 
indeseada. Son ejemplo de condiciones patológicas las enfermedades autoinmunitarias o el cáncer, incluyendo la 
leucemia o el linfoma.15

De acuerdo con la invención, se proporciona además un método para el tratamiento o la prevención de un trastorno 
de las células B, que comprende administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de formato de anticuerpo 
biespecífico a un sujeto en necesidad del mismo.

De acuerdo con otro aspecto de la invención, se proporciona un método para tratar las células B, que comprende 
poner en contacto dichas células con una composición que comprende el formato de anticuerpo biespecífico de la 20
invención. Tal método de tratamiento puede ser in vivo o ex vivo.

Específicamente, el receptor de muerte CD95 y el antígeno de superficie de la célula CD20 expresado por dichas 
células son dirigidas por el formato de anticuerpo biespecífico, causando así la apoptosis y/o la inhibición de las 
células.

Específicamente, el formato de anticuerpo biespecífico de la invención es administrado a un sujeto en necesidad del 25
mismo, en una cantidad terapéuticamente efectiva, preferiblemente proporcionada en una formulación para uso 
parenteral, p. ej. una formulación intravenosa o subcutánea, en particular en un preparado farmacéutico que 
comprende el formato de anticuerpo y opcionalmente un vehículo o excipiente farmacéuticamente aceptable.

De acuerdo con la invención, se proporciona además una composición farmacéutica que comprende un formato de 
anticuerpo de la invención y un vehículo o excipiente farmacéuticamente aceptable.30

Específicamente, la composición farmacéutica se proporciona para uso en el tratamiento o prevención de un 
trastorno de las células B.

De acuerdo con la invención, se proporciona además un método para el tratamiento o prevención de un trastorno de 
las células B que comprende administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de la composición farmacéutica a un 
sujeto en necesidad de la misma.35

De acuerdo con otro aspecto, se proporciona adicionalmente un reactivo o kit de diagnóstico que comprende el 
formato de anticuerpo de la invención, para dirigir células B en una muestra, y opcionalmente que comprende 
además reactivos o herramientas de diagnóstico, p. ej. un marcador, para determinar la cantidad y/o calidad de las 
células B que causan un trastorno de las células B. Son ensayos adecuados los ensayos inmunoabsorbentes, tales 
como ELISA. El anticuerpo de acuerdo con la invención se puede conjugar con otras moléculas que permiten la 40
detección simple de dicho conjugado, por ejemplo en ensayos de unión (por ejemplo, ELISA) y estudios de unión.

Además, de acuerdo con una realización específica, el formato de anticuerpo de acuerdo con la invención se 
conjuga con una molécula marcadora o reportera (informadora), p. ej. seleccionada entre el grupo que consiste en 
moléculas orgánicas, marcadores enzimáticos, marcadores radiactivos, marcadores coloreados, marcadores 
fluorescentes, marcadores cromogénicos, marcadores luminiscentes, haptenos, digoxigenina, biotina, complejos 45
metálicos, metales, oro coloidal y mezclas de los mismos. Los anticuerpos conjugados con marcadores o moléculas 
informadoras pueden usarse, por ejemplo, en sistemas de ensayo o métodos de diagnóstico.

De acuerdo con otro aspecto, se proporciona un método de diagnóstico, es decir un método para determinar células 
B en una muestra, que emplea el formato de anticuerpo de la presente invención.

La muestra puede ser una muestra de fluidos corporales, incluyendo sangre, suero u orina.50

De acuerdo con otro aspecto, se proporciona además una secuencia de ácidos nucleicos que codifica el formato de 
anticuerpo de la presente invención.
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De acuerdo con otro aspecto, se proporciona además un vector que comprende la secuencia de ácidos nucleicos de 
la presente invención.

De acuerdo con otro aspecto, se proporciona además una célula hospedadora que comprende la secuencia de 
ácidos nucleicos de la presente invención o un vector de la presente invención.

De acuerdo con otro aspecto, se proporciona además un método para producir un formato de anticuerpo de la 5
presente invención, que comprende cultivar o mantener una célula hospedadora de la presente invención bajo 
condiciones tales que dicha célula hospedadora produce el formato de anticuerpo.

Figuras.

Figura 1: Fab de cadena simple biespecífico recombinante (denominado también en el presente texto bsFabXsc o 
NA-C20 para la versión quimérica y Novotarg para la versión humanizada), que contiene un fragmento Fab unido a 10
un scFv que usa un dominio monomérico CH2 como enlazador.

Descripción esquemática de un ejemplo de formato de anticuerpo de la invención: El formato de anticuerpo CD20 X 
CD95 biespecífico se proporciona para la estimulación selectiva del receptor de muerte CD95 en la superficie de 
células B normales, activadas o malignas que expresan a ambos, CD20 y CD95.

La secuencia de este anticuerpo, incluyendo las de los anticuerpos CD20 (2H7, murino, quimérico y humanizado) y 15
CD95 (murino, quimérico y humanizado) se proporcionan en la Fig. 2E. La construcción genética que codifica el 
anticuerpo fue transfectada establemente en células Sp2/0 usando técnicas estándar. La proteína se purificó a partir 
de sobrenadantes de células transfectadas usando cromatografía de afinidad con resina KappaSelect, adquirida en 
GE-Healthcare, Chalfont St Giles, Reino Unido.

Figura 2: Secuencia de ejemplos de formatos de anticuerpo a los que se hace referencia en los Ejemplos.20

Fig. 2A: Secuencias de VL y VH de ratón (SEC ID 1 y 5, respectivamente) de un formato de anticuerpo con un sitio 
de unión dirigido a CD95, las secuencias de CDR están subrayadas (CDR1, CDR2, CDR3 de VL: SEC ID 2-4; 
CDR1, CDR2, CDR3 de VH: SEC ID 6-8).

Fig. 2B: Secuencias de VL y VH (SEC ID 9 y 10, respectivamente) de un formato de anticuerpo con un sitio de unión 
dirigido a CD95 (humanizado), las secuencias de CDR están subrayadas.25

Fig. 2C: Secuencias VL y VH (SEC ID 11 y 15, respectivamente) de un formato de anticuerpo con un sitio de unión 
dirigido a CD20 (murino, derivado del anticuerpo 2H7 como describen Liu et al. The Journal of Immunology 139, 
3521 - 3526 (1987), NCBI Accession M17953 y M17954), las secuencias de CDR están subrayadas (CDR1, CDR2, 
CDR3 de VL: SEC ID 12-14; CDR1, CDR2, CDR3 de VH: SEC ID 16-18).

Fig. 2D: Secuencias VL y VH (SEC ID 19 y 20, respectivamente) de un formato de anticuerpo con un sitio de unión 30
dirigido a CD20 (humanizado, derivado del anticuerpo 2H7), las secuencias de CDR están subrayadas.

Fig. 2E: Ejemplos de formatos de anticuerpos biespecíficos CD95xCD20, versiones quiméricas y humanizadas:

SEC ID 21: secuencia de aminoácidos de la versión quimérica, cadena ligera;

SEC ID 22: secuencia de nucleótidos de la versión quimérica, cadena ligera;

SEC ID 23: secuencia de aminoácidos de la versión quimérica, cadena pesada;35

SEC ID 24: secuencia enlazadora;

SEC ID 25: secuencia de nucleótidos de la versión quimérica, cadena pesada;

SEC ID 26: secuencia de aminoácidos de la versión humanizada, cadena ligera;

SEC ID 27: secuencia de nucleótidos de la versión humanizada, cadena ligera;

SEC ID 28: secuencia de aminoácidos de la versión humanizada, cadena pesada;40

SEC ID 29: secuencia de nucleótidos de la versión humanizada, cadena pesada.

Figura 3: Especificidad de unión de NA-C20 para CD20 y CD95.

Análisis de citometría de flujo de células CD95-/CD20+ Daudi (●) y células CD95+/CD20- LN-18 (○) después de la 
incubación con las concentraciones indicadas de NA-C20 purificado (derivado de anticuerpo CD95XCD20 
quimérico). Esto se comparó con la unión del anticuerpo en el sobrenadante no diluido del clon 5B12 (que expresa 45
NA-C20). Anticuerpo de detección: Fcγ-PE humano de cabra, Jackson Immuno Research 109-116-098.
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Figura 4: Especificidad de unión de Novotarg para CD20 y CD95.

Análisis de citometría de flujo de células CD95/CD20+ Daudi (●) y células CD95/CD20- LN-18 (○) después de la 
incubación con las concentraciones indicadas de Novotarg purificado (derivado de anticuerpo CD95XCD20 
humanizado). Esto se comparó con la unión del anticuerpo en las diluciones indicadas del sobrenadante del clon 25-
CHO-S/BV004/K44 (que expresa Novotarg). Anticuerpo de detección: α Fcy-PE humana de cabra, Jackson Immuno 5
Research 109-116-098.

Figura 5: vida mitad in vivo del derivado del anticuerpo CD95XCD20 quimérico.

Se inyectaron ratones C57BL6 (macho, 6 semanas de edad) con 50 µg de NA-C20 y se tomaron muestras de 
sangre a las 0,5 h, 1,0 h, 2,0 h y 4,0 h. El suero fue incubado con células SKW 6.4, que luego se analizaron en 
relación con el anticuerpo unido en una citometría de flujo (anticuerpo de detección: PE-Fcγ antihumana de cabra, 10
Jackson Immuno Research).

Figura 6: Capacidad de NA-C20 y Novotarg para activar CD95 en células CD95+ /CD20+.

Ensayo de incorporación de timidina con células CD95+/CD20+ SWK 6.4 después de la incubación con las 
concentraciones indicadas de NA-C20 (●) o Novotarg (○). Las células no tratadas sirvieron de control negativo (solo 
células de columna), las células incubadas con un mAb de ratón contra Apo-1 (entrecruzado por un anticuerpo anti 15
ratón de cabra) sirvieron de control positivo (columna GaM + Apo).

Figura 7: Prueba de NA-C20 en un modelo de ratón SCID.

Ocho ratones SCID fueron inyectados con una dosis letal de la línea celular CD20+/CD95+ B-linfoblastoide SKW 6.4 
en el día 0. A continuación, los ratones fueron inyectados repetidamente con 20 µg de NA-C20 (○), NA-CMel (▼) o 
100 μΙ de PBS (●) en los días 1, 2 y 3 después de la inoculación de células tumorales, o una vez en el día 1 después 20
de la inoculación de células tumorales con 60 µg de anticuerpos quiméricos contra CD20 (■, ) y un anticuerpo 
dirigido contra EGFR (receptor del factor de crecimiento epitelial, □), respectivamente.

Descripción detallada.

La expresión "formato de anticuerpo" como se usa en el presente texto se referirá a polipéptidos o proteínas que 
consisten en o comprenden dominios de anticuerpo, que se entienden como dominios constantes y/o variables de 25
las cadenas pesadas y/o ligeras de inmunoglobulinas, con o sin una secuencia enlazadora. El formato de anticuerpo 
de la invención es de una estructura específica, que comprende específicamente un sitio de unión de un fragmento 
Fab que consiste en un par de dominios VL/VH y dominios de anticuerpo constantes, tales como dominios CL/CH1, 
y comprende además un sitio de unión de un scFv, que está ligado al scFv por un dominio CH2.

Un anticuerpo digerido por papaína da tres fragmentos: dos fragmentos Fab y un fragmento Fc. Se entiende en el 30
presente texto que el término "Fab" incluye Fab, F(ab) o F(ab'), que pueden incluir o no una región bisagra. El 
fragmento Fab es una estructura de anticuerpo que aún se une a antígenos, pero es monovalente sin porción Fc.

Los dominios de anticuerpos pueden ser de estructura nativa o modificados por mutagénesis o derivatización, p. ej. 
para modificar las propiedades de unión con el antígeno o cualquier otra propiedad, tal como la estabilidad o las 
propiedades funcionales, tales como la unión a los receptores Fc, receptores FcRn y/o Fcgamma. Se considera que 35
las secuencias polipeptídicas son dominios de anticuerpos, si comprenden una estructura de barril beta que consiste 
en al menos dos cadenas beta de una estructura de dominio de anticuerpo conectada por una secuencia de bucle.

La expresión "formato de anticuerpo" se referirá particularmente a polipéptidos o proteínas que muestran las 
propiedades de unión biespecífica, es decir, a los antígenos diana CD20 y CD95.

Los ejemplos de formatos de anticuerpo tienen una estructura específica como se representa en la Figura 1. Puede 40
estar compuesta por un fragmento Fab, un dominio CH2 y un fragmento Fv de cadena simple (scFv), en particular 
un scFv en orientación VH/VL. La molécula de anticuerpo puede tener una cadena principal en la que el dominio 
CH2 está acoplado a través de su término N a los dominios CH1 y VH de la cadena pesada de un fragmento Fab y a 
través de su extremo C a un fragmento scFv.

También puede comprender una cadena principal en la que el dominio CH2 está ligado a la cadena ligera de un 45
fragmento Fab, es decir, en la que la cadena principal incluye un dominio VL y un dominio CL, una región bisagra, un 
dominio CH2 y un fragmento Fv de cadena simple.

Otro ejemplo se refiere a un formato de anticuerpo en el que la cadena principal incluye un dominio VL y un dominio 
CH1, una región bisagra, un dominio CH2 y un fragmento anscFv. Una segunda cadena de menor peso incluye un 
VH y un dominio CL. En tal formato de anticuerpo, el fragmento Fab no es pues un fragmento Fab "clásico (natural)” 50
en el que el dominio variable de las cadenas ligera y pesada se fusiona con su dominio constante correspondiente 
(CL o CH1, respectivamente), sino un fragmento Fab "híbrido" en el que el dominio variable está fusionado con el 
dominio constante de la "cadena opuesta", es decir, el dominio VH se fusiona con el dominio CL y el dominio VL se 
fusiona con el dominio CH1.
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De acuerdo con otro ejemplo, el formato de anticuerpo comprende una molécula con una cadena principal en la que 
el dominio CH2 está ligado a un dominio CL y a un dominio VH. Una segunda cadena de menor peso incluye un 
dominio VL y un dominio CH1.

Todavía, de acuerdo con otro ejemplo, el formato de anticuerpo comprende una molécula, que comprende 
modificaciones en el dominio bisagra y CH2, p.ej. para obtener un dominio CH2 monomérico, p. ej. un dominio CH2 5
en el que se han modificado los aminoácidos en el dominio CH2 y/o la región bisagra, p. ej. los restos de cisteína 
que forman enlaces disulfuro intercatenarios (C226 y/o C229 en anticuerpos IgG humanos, la numeración de los 
aminoácidos como se proporciona en el presente texto está en línea con la numeración de Kabat [índice UE]) se 
intercambian para prevenir la formación de dímeros . Ejemplos de mutaciones de punto son C226S y C229S. En una 
realización, un enlace disulfuro entre el dominio bisagra de la primera cadena principal y un dominio bisagra de la 10
segunda cadena principal se define por al menos un resto de cisteína en la posición 226 de la secuencia y un resto 
de cisteína en la posición 229 de la secuencia de uno de los dominios bisagra, de acuerdo con la numeración de 
Kabat [índice EU].

Un ejemplo de formato de anticuerpo comprende una secuencia de aminoácidos de SEC ID 26 (cadena ligera) y 
SEC ID 28 (cadena pesada).15

Otro ejemplo se refiere a la modificación para obtener la reducción de la posible actividad de ADCC y/o CDC, p. ej. 
mediante un cambio de subtipo lgG1 a lgG2, p. ej. por E233P y/o L234V y/o L235A y/o deleción de G236.

Otros ejemplos se refieren a una modificación para reducir la activación sistémica, p. ej. mediante una unión 
reducida al receptor Fc, tal como D265G y/o A327Q y/o A330A.

Otros ejemplos se refieren a una modificación para reducir la inmunogenicidad, p. ej. por un sitio de glucosilación 20
K.O., tal como N297Q, que proporciona una unión deteriorada con el receptor de lectina.

La expresión "formato de anticuerpo" incluirá específicamente el formato de anticuerpo en la forma aislada, 
quedando entendido en este texto que está sustancialmente libre de otros formatos de anticuerpo dirigidos contra 
diferentes antígenos diana o que comprende una disposición estructural diferente de los dominios de anticuerpo. 
También, un formato de anticuerpo aislado como se usa de acuerdo con la invención puede estar comprendido en 25
una preparación de combinación que contiene una combinación del formato de anticuerpo aislado, p. ej. con al 
menos otro formato de anticuerpo, tal como anticuerpos monoclonales o fragmentos de anticuerpos que tienen 
diferentes especificidades.

El formato de anticuerpo como se usa en el presente texto puede ser un formato de anticuerpo biespecífico 
recombinante, término que incluye todos los formatos de anticuerpos que son preparados, expresados, creados o 30
aislados por medios recombinantes, tales como anticuerpos que se originan de animales, p. ej. mamíferos 
incluyendo seres humanos, que comprenden genes o secuencias de diferentes orígenes, p. ej. anticuerpos 
quiméricos, humanizados o anticuerpos derivados de hibridomas. Otros ejemplos se refieren a formatos de 
anticuerpo aislados de una célula huésped transformada para expresar el formato del anticuerpo, o formatos de 
anticuerpo aislados de una biblioteca combinatoria recombinante de anticuerpos o dominios de anticuerpos, o 35
formatos de anticuerpos preparados, expresados, creados o aislados por cualquier otro medio que implique ayuste 
de secuencias de genes de anticuerpos a otras secuencias de ADN.

Se entiende que la expresión "formato de anticuerpo" incluye derivados del mismo. Un derivado es cualquier 
combinación de uno o más dominios de anticuerpo o formatos de anticuerpo de la invención y/o una proteína de 
fusión en la que cualquier dominio del formato de anticuerpo de la invención puede fusionarse en cualquier posición 40
de una o más de otras proteínas, tales como otros anticuerpos o formatos de anticuerpo, por ejemplo una estructura 
de unión que comprende bucles de CDR, un polipéptido receptor, pero también ligandos, proteínas de andamiaje, 
enzimas, toxinas y similares. También puede obtenerse un derivado del anticuerpo modular de la invención por 
asociación o unión a otras sustancias mediante diversas técnicas químicas, tales como acoplamiento covalente, 
interacción electrostática, enlaces di-sulfuro, etc. Las otras sustancias unidas a las inmunoglobulinas pueden ser 45
lípidos, carbohidratos, ácidos nucleicos, moléculas orgánicas e inorgánicas o cualquier combinación de las mismas 
(p. ej. PEG, profármacos o fármacos). En una realización específica de la presente invención, el formato de 
anticuerpo de la invención es un derivado que comprende una etiqueta adicional que permite la interacción 
específica con un compuesto biológicamente aceptable. No hay una limitación específica con respecto a la etiqueta 
utilizable en la presente invención, siempre y cuando no tenga un impacto negativo, o sea tolerable, sobre la unión 50
del formato del anticuerpo a sus dianas. Los ejemplos de etiquetas (tags) adecuadas incluyen His-tag, Myc-tag, 
FLAG-tag, Strep-tag, Calmodulin-tag, GST-tag, BP-tag, y S-tag.

El término derivado también incluye fragmentos, variantes, análogos u homólogos de formatos de anticuerpos o 
formatos de anticuerpos con un patrón de glicosilación específico, p. ej. producidos por glicoingeniería (o 
glicodiseño), que son funcionales y pueden servir como equivalentes funcionales, p. ej. unión a las dianas 55
específicas y con propiedades funcionales, tales como actividad para dirigirse a las células B, p. ej. actividad 
apoptótica. Los derivados preferidos son aun funcionalmente activos con respecto a la unión con el antígeno, 
preferiblemente con una actividad apoptótica.
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El término "glicodiseñado (glycoengineered)" en relación con secuencias de anticuerpos se referirá a variantes de 
glicosilación que tienen propiedades inmunogénicas modificadas, ADCC y/o CDC como resultado de la 
glicoingeniería. Todos los anticuerpos contienen estructuras de hidratos de carbono en posiciones conservadas en 
las regiones constantes de la cadena pesada, poseyendo cada isotipo una matriz distinta de estructuras de hidratos 
de carbono unidos a N, que afectan de forma variable al ensamblaje de proteínas, la secreción o la actividad 5
funcional. Los anticuerpos de tipo IgG1 son glicoproteínas que tienen un sitio de glicosilación unido a N conservado 
en Asn297 en cada dominio CH2. Los dos oligosacáridos bi-catenarios complejos unidos a Asn297 están sepultados 
entre los dominios CH2, formando contactos extensivos con la cadena principal del polipéptido, y su presencia es 
esencial para que el anticuerpo medie funciones efectoras tales como la citotoxicidad celular dependiente del 
anticuerpo (Lifely, M. R, et al., Glycobiology 5: 813 - 822 (1995). La eliminación de N-Glicano en N297, por ejemplo 10
mediante mutación de N297, p. ej. a A, o T299 da como resultado típicamente formatos de anticuerpo aglicosilados 
con ADCC reducida.

Se presentan diferencias importantes en la glucosilación del anticuerpo entre las líneas celulares, e incluso se 
observan diferencias menores para una línea celular determinada cultivada en diferentes condiciones de cultivo. La 
expresión en células bacterianas típicamente proporciona un anticuerpo aglicosilado.15

Los formatos de anticuerpo según la presente invención están específicamente desprovistos de un resto Fc activo y 
por tanto o están compuestos de dominios de anticuerpos que no tienen un sitio de unión a FCGR, incluyendo 
específicamente cualquier formato de anticuerpo desprovisto de una cadena de dominios CH2 y CH3, o bien 
comprenden dominios de anticuerpo que carecen de la función efectora Fc, p. ej. mediante modificaciones para 
reducir las funciones efectoras de Fc, en particular para anular o reducir la actividad de ADCC y/o CDC. Tales 20
modificaciones pueden efectuarse mediante mutagénesis, p. ej. mutaciones en el sitio de unión FCGR o por 
derivados o agentes para interferir con la actividad ADCC y/o CDC de un formato de anticuerpo, para lograr así la 
reducción de la función efectora Fc o la carencia de función efectora Fc, que típicamente se entiende que se refiere 
a la función efectora Fc de menos del 10% del formato no modificado (tipo silvestre), preferiblemente menos del 5%, 
medido por la actividad de ADCC y/o CDC.25

La expresión "trastorno de células B" como se usa en el presente texto se refiere a una diversidad de trastornos, que 
incluyen, entre otros, tumores malignos de células B, trastornos autoinmunitarios, linfomas de células B, leucemias 
de células B y otros trastornos. Los ejemplos específicos de trastorno autoinmunitario se eligen entre el grupo que 
consiste en lupus eritematoso sistémico, síndrome de Sjögren, esclerodermia, artritis reumatoide, artritis idiopática 
juvenil, enfermedad de injerto contra huésped, dermatomiositis, diabetes mellitus tipo I, tiroiditis de Hashimoto,30
enfermedad de Graves, enfermedad de Addison, enfermedad celiaca, enfermedad de Crohn, anemia perniciosa 
pénfigo vulgar, vitíligo, anemia hemolítica autoinmunitaria, púrpura trombocitopénica idiopática, arteritis de células 
gigantes, miastenia grave, esclerosis múltiple (MS), preferiblemente MS remitente-recidivante (RRMS), 
glomerulonefritis, síndrome de Goodpasture, penfigoide bulloso, colitis ulcerosa, síndrome de Guillain-Barré, 
polineuropatía desmielinizante inflamatoria crónica, síndrome antifosfolípido, narcolepsia, sarcoidosis y 35
granulomatosis de Wegener.

El formato de anticuerpo de acuerdo con la presente invención permite la modulación del repertorio de células B 
para reducir la autorreactividad de las células B. La modulación es más específica que la lograda por anticuerpos 
monoespecíficos, ya que solamente se ven afectadas las células B activadas que expresan CD95 y no las células B 
en reposo que carecen de ella. Se pudo demostrar que el formato de anticuerpo de acuerdo con la invención indujo 40
apoptosis de células B activadas, y la posterior activación suprimida indujo  la producción de IgG e inhibió la síntesis 
de IgG de las células B activadas. Así pues, las células B autorreactivas que producen anticuerpos IgG dirigidos 
contra dianas autoinmunitarias, tales como autoantígenos, pueden reducirse de una manera efectiva.

Mediante el formato de anticuerpo biespecífico de la presente invención no solo las células B malignas sino también 
las células B normales (benignas) activadas que expresan el receptor de muerte CD95 podrían ser dirigidas y 45
agotadas. En cambio, las células B en reposo no fueron dirigidas, y no pudo observarse ningún efecto con tales 
células B normales. Esto indica que las células B activadas son sensibles a CD95 para experimentar muerte celular 
apoptótica después de la incubación con el formato de anticuerpo de la invención.

Agotar las células B activadas suprime la producción de anticuerpos. Esto resultó sorprendente porque las células 
productoras de anticuerpos diferenciadas terminalmente, es decir, las células plasmáticas, no expresan CD20. La 50
supresión de las células B precursoras activadas es evidentemente suficiente para suprimir la producción de 
anticuerpos.

La supresión de la producción de anticuerpos por los formatos de anticuerpo biespecíficos de la invención es 
preferible al uso de anticuerpos CD20 monoespecíficos establecidos, como rituximab (Rituxan®), que agota todas 
las células B que expresan CD20, sin diferenciar las células B autorreactivas o activadas de las células B normales o 55
en reposo.

La expresión "sitio de unión", como se usa en el presente texto con respecto a un anticuerpo o formato de anticuerpo 
de acuerdo con la presente invención, se refiere a una estructura molecular capaz de interacción de unión con un 
antígeno. Típicamente, el sitio de unión está situado dentro de la región determinante de complementariedad (CDR) 
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de un anticuerpo, también denominado en el presente texto "un sitio de unión con CDR", que es una región 
específica con estructuras variables que confieren función de unión a varios antígenos. Las estructuras variables 
pueden derivarse de repertorios naturales de anticuerpos, p. ej. repertorios murinos o humanos, o pueden ser 
producidos por vía recombinante o sintética, p. ej. mediante mutagénesis y específicamente mediante técnicas de 
aleatorización. Estas incluyen regiones CDR mutagenizadas, regiones de bucle de dominios de anticuerpos 5
variables, en particular bucles CDR de anticuerpos, tales como bucles CDR1, CDR2 y CDR3 de cualquiera de los 
dominios de anticuerpos VL y/o VH. El formato de anticuerpo como se usa de acuerdo con la invención comprende 
típicamente uno o más sitios de unión a CDR, cada uno específico para un antígeno.

El término "específico" o "biespecífico" como se usa en el presente texto se referirá a una reacción de unión que es 
determinante del ligando cognado de interés en una población heterogénea de moléculas. Por lo tanto, bajo 10
condiciones designadas, p. ej. condiciones de inmunoensayo, el formato de anticuerpo que se une específicamente 
a su diana particular no se une en una cantidad significativa a otras moléculas presentes en una muestra.

Un sitio de unión específico no tiene típicamente reactividad cruzada con otras dianas. Con todo, el sitio de unión 
específico puede unirse específicamente a uno o más epítopos, isoformas o variantes de la diana, o puede tener 
reactividad cruzada con otros antígenos diana relacionados, p. ej. homólogos o análogos.15

La unión específica significa que la unión es selectiva en términos de identidad de la diana, afinidad o avidez de 
unión alta, media o baja, según se seleccione. La unión selectiva se logra normalmente si la constante de unión o la 
dinámica de unión es al menos 10 veces diferente, preferiblemente si la diferencia es al menos 100 veces, y más 
preferiblemente es al menos 1000 veces.

El formato de anticuerpo biespecífico de la presente invención comprende específicamente dos sitios con 20
propiedades de unión específicas, en donde dos antígenos diana diferentes son reconocidos por el formato de 
anticuerpo. Así pues, un ejemplo de formato de anticuerpo biespecífico puede comprender dos sitios de unión, 
donde cada uno de los sitios de unión es capaz de unirse específicamente a un antígeno diferente, p. ej. un receptor 
de muerte y un antígeno de superficie celular de una célula B.

El término "monovalente" como se usa en el presente texto con respecto a un sitio de unión de un anticuerpo o 25
formato de anticuerpo se referirá a una molécula que comprende solamente un sitio de unión dirigido contra un 
antígeno diana. El término "valencia" se entiende entonces como el número de sitios de unión dirigidos contra el 
mismo antígeno diana, uniéndose específicamente al mismo epítopo o bien a diferentes epítopos de un antígeno.

Se entiende que el formato de anticuerpo de la presente invención comprende un sitio de unión monovalente que se 
une específicamente a una diana de receptor de muerte y otro sitio de unión monovalente para unirse 30
específicamente a un antígeno de superficie celular expresado en células B, en particular células B autorreactivas.

El término "antígeno" como se usa en el presente texto indistintamente con los términos "diana" o "antígeno diana" 
se referirá a una molécula diana completa o a un fragmento de tal molécula reconocido por un sitio de unión de 
anticuerpo. Específicamente, las subestructuras de un antígeno, p. ej. una estructura de polipéptido o carbohidrato, 
generalmente denominada "epítopos", p. ej. los epítopos de las células B o el epítopo de células T, que son 35
inmunológicamente relevantes, pueden reconocerse por tal sitio de unión. El término "epítopo" como se usa en el 
presente texto se referirá en particular a una estructura molecular que puede constituir completamente un 
compañero de unión específico o ser parte de un compañero de unión específico a un sitio de unión de un formato 
de anticuerpo de la presente invención. Un epítopo puede estar compuesto por un carbohidrato, una estructura 
peptídica, un ácido graso, una sustancia orgánica, bioquímica o inorgánica o derivados de los mismos y cualquier 40
combinación de los mismos. Si un epítopo está comprendido en una estructura peptídica, tal como un péptido, un 
polipéptido o una proteína, incluirá normalmente al menos 3 aminoácidos, preferiblemente de 5 a 40 aminoácidos, y 
más preferiblemente entre aproximadamente 10 y 20 aminoácidos. Los epítopos pueden ser epítopos lineales o bien 
conformacionales. Un epítopo lineal está formado por un único segmento de una secuencia primaria de una cadena 
de polipéptido o carbohidrato. Los epítopos lineales pueden ser contiguos o solapantes. Los epítopos 45
conformacionales están compuestos de aminoácidos o carbohidratos reunidos por plegamiento del polipéptido para 
formar una estructura terciaria y los aminoácidos no son necesariamente adyacentes entre sí en la secuencia lineal. 

La expresión "antígeno de superficie celular" con respecto a una célula B como se usa en el presente texto se 
referirá a un antígeno expresado en la superficie de una célula B, preferiblemente una célula B madura, activada o 
autorreactiva, que puede ser dirigida con un antagonista que se une al mismo. El CD20 se considera un ejemplo de 50
marcador de superficie de las células B dirigido por el formato de anticuerpo de la presente invención.

Un sitio de unión que se une específicamente a CD20 puede derivarse de un anticuerpo monoclonal disponible 
comercialmente dirigido contra el antígeno, p. ej. rituximab u ocrelizumab dirigidos contra CD20. Específicamente, se 
puede usar un sitio de unión derivado de cualquiera de los formatos de anticuerpo anti-CD20 como se ejemplifica en 
la Figura 2.55

El término "CD20" incluye cualquier variante, isoforma y homólogo de especie del CD20 humano que se expresan 
naturalmente por células o se expresan en células transfectadas con el gen CD20.
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La expresión "receptor de muerte" utilizado en el presente texto indistintamente con el término "CD95" como se usa 
en la presente memoria se referirá a un antígeno derivado de un receptor en la superficie de las células que conduce 
a la muerte celular programada por una o más rutas de apoptosis. Resultó que al contrario que las células B 
activadas, el CD95 no se expresa en las células B en reposo normales.

El CD95 también se conoce como Fas o Apo-1, y es miembro de la superfamilia de receptores del factor de necrosis 5
tumoral. Un sitio de unión que se une específicamente a CD95 puede derivarse de anticuerpos dirigidos a CD95, 
tales como los clones APO-1 o LT95 y DX 2 distribuidos por Acris Antibodies, Herford, Alemania. Concretamente se 
puede usar un sitio de unión derivado de cualquiera de los formatos de anticuerpo anti-CD95 como se ejemplifica en 
la Figura 2.

El término "CD95" incluye cualquier variante, isoforma y homólogos de especie de CD95 humano que se expresan 10
naturalmente por células o se expresan en células transfectadas con el gen CD95.

El término "variantes" se referirá a mutantes, p. ej. obtenidos por métodos de mutagénesis dirigida al sitio, en 
particular para eliminar, intercambiar, introducir insertos en una región de anticuerpo específica o derivatizar 
químicamente una secuencia de aminoácidos, en los dominios constantes para diseñar la función efectora o vida 
mitad del anticuerpo, o en los dominios variables para mejorar las propiedades de unión con el antígeno, por ejemplo 15
mediante técnicas de maduración de afinidad. Puede emplearse cualquiera de los métodos de mutagénesis 
conocidos, incluidas las mutaciones puntuales en las posiciones deseadas, p. ej. obtenidas por técnicas de 
aleatorización. En algunos casos, las posiciones se eligen al azar, p. ej. con cualquiera de los posibles aminoácidos
o bien una selección de aminoácidos preferidos para aleatorizar las secuencias del anticuerpo. El término "variante" 
comprenderá específicamente variantes funcionalmente activas.20

La expresión "variante funcionalmente activa" de una molécula, tal como el anticuerpo que se usa en este texto, 
significa una secuencia que resulta de la modificación de esta secuencia (una secuencia parental) por inserción, 
deleción o sustitución de uno o más aminoácidos, o derivatización química de uno o más restos de aminoácidos, o 
nucleótidos dentro de la secuencia o en uno o en los dos extremos distales de la secuencia, y la cual modificación 
no afecta (en particular no deteriora) a la actividad de esta secuencia. En el caso de un sitio de unión que tiene 25
especificidad para un antígeno diana seleccionado, la variante funcionalmente activa de una molécula aún tendría la 
especificidad de unión predeterminada, esto podría cambiarse, p. ej. para cambiar la especificidad fina a un epítopo 
específico, la afinidad, la avidez, la relación de Kon o Koff, etc.

Pueden obtenerse variantes funcionalmente activas cambiando la secuencia de un formato de anticuerpo parental, 
p. ej. cualquiera de las secuencias de la Figura 2, p. ej. las secuencias NA-C20 o Novotarg de la Figura 2E i) o ii), y 30
están caracterizadas por tener una actividad biológica similar a la mostrada por la secuencia respectiva, que incluye 
la capacidad de unirse a CD20 y/o CD95 o de dirigirse a la diana activada o células B auto-reactivas.

La variante funcionalmente activa del formato de anticuerpo tiene preferiblemente en forma sustancial la misma 
actividad biológica, como se determina por un ensayo de unión específica o prueba funcional para dirigir células B 
activadas o autorreactivas. La expresión "sustancialmente la misma actividad biológica" como se usa en el presente 35
texto se refiere a la actividad como se indica por sustancialmente la misma actividad que es al menos 50%, al menos 
60%, al menos 70%, al menos 80%, al menos 90%, al menos 95%, al menos 98% o incluso al menos 100% o al 
menos 110%, o al menos 120%, o al menos 130%, o al menos 140%, o al menos 150%, o al menos 160% , o al 
menos 170%, o al menos 180%, o al menos 190%, por ejemplo hasta 200% de la actividad como se determina para 
el formato de anticuerpo parental, p. ej. el formato de anticuerpo biespecífico recombinante NA-C20 o Novotarg de la 40
Figura 2E.

En una realización preferida, la variante funcionalmente activa

a) es un fragmento biológicamente activo de la molécula, comprendiendo el fragmento al menos 50% de la 
secuencia de la molécula, preferiblemente al menos 70%, más preferiblemente al menos 80%, aún más 
preferiblemente al menos 90%, incluso más preferiblemente  al menos 95% y lo más preferiblemente al menos 97%, 45
98% o 99%;

b) se deriva de la molécula mediante al menos una sustitución, adición y/o eliminación de aminoácidos, donde la 
variante funcionalmente activa tiene una identidad de secuencia con la molécula o parte de ella, tal como un 
anticuerpo de al menos 50% de identidad de secuencia, preferiblemente al menos 60%, más preferiblemente al 
menos 70%, más preferiblemente al menos 80%, aún más preferiblemente al menos 90%, incluso más 50
preferiblemente al menos 95% y lo más preferiblemente al menos 97%, 98% o 99%; y/o

c) consiste en la molécula o una variante funcionalmente activa de la misma y adicionalmente al menos un 
aminoácido o nucleótido heterólogo respecto al polipéptido o la secuencia de nucleótidos, preferiblemente donde las 
variantes funcionalmente activas se derivan de cualquiera de los anticuerpos de origen natural o recombinante anti-
CD19, anti-CD20, anti-CD40 y/o anti-CD95.55

En una realización preferida de la invención, la variante funcionalmente activa del anticuerpo de acuerdo con la 
invención es esencialmente idéntica a la variante descrita anteriormente, pero difiere de su polipéptido o de la 
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secuencia de nucleótidos, respectivamente, en que se deriva de una secuencia homóloga de una especie diferente. 
Estos se conocen como variantes de origen natural.

La invención proporciona específicamente secuencias quiméricas, humanizadas o humanas y variantes 
funcionalmente activas de un formato de anticuerpo parental que comprende tales secuencias quiméricas, 
humanizadas o humanas.5

El término "quimérico", como se usa con respecto a un formato de anticuerpo de la invención, se refiere a aquellos 
anticuerpos en los que una porción de cada una de las secuencias de aminoácidos de las cadenas pesadas y ligeras 
es homóloga a las secuencias correspondientes en anticuerpos derivados de una especie particular o perteneciente 
a una clase particular, mientras que el segmento restante de la cadena es homólogo a las secuencias 
correspondientes en otra especie o clase. Típicamente, la región variable de ambas cadenas ligera y pesada imita 10
las regiones variables de anticuerpos derivados de una especie de mamíferos, mientras que las porciones 
constantes son homólogas a secuencias de anticuerpos derivados de otra. Por ejemplo, la región variable puede 
derivarse de fuentes conocidas actualmente que usan células B fácilmente disponibles o hibridomas de organismos 
hospedadores no humanos en combinación con regiones constantes derivadas de, por ejemplo, preparaciones de 
células humanas.15

El término "humanizado", como se usa con respecto a un formato de anticuerpo de la invención, se refiere a una 
molécula que tiene un sitio de unión con el antígeno que se deriva sustancialmente de una inmunoglobulina de una 
especie no humana, donde el resto de la estructura de inmunoglobulina de la molécula se basa en la estructura y/o 
secuencia de una inmunoglobulina humana. El sitio de unión al antígeno puede comprender dominios variables 
completos fusionados sobre dominios constantes o solamente las regiones determinantes de complementariedad 20
(CDR) injertadas en regiones marco apropiadas en los dominios variables. Los sitios de unión al antígeno pueden 
ser de tipo silvestre o modificados, p. ej. por una o más sustituciones de aminoácidos, preferiblemente modificados 
para parecerse más estrechamente a las inmunoglobulinas humanas. Algunas formas de anticuerpos humanizados 
preservan todas las secuencias de CDR (por ejemplo, un anticuerpo humanizado de ratón que contiene las seis 
CDRs del anticuerpo de ratón). Otras formas tienen una o más CDRs que están alteradas con respecto al anticuerpo 25
original.

Se entiende que el término “humano” como se usa en el presente texto con respecto a un formato de anticuerpo de 
la presente invención incluye anticuerpos que tienen regiones variable y constante derivadas de secuencias de 
inmunoglobulina de la línea germinal humana. Los formatos de anticuerpo humano de la presente invención pueden 
incluir restos de aminoácidos no codificados por secuencias de inmunoglobulina de la línea germinal humana (p. ej. 30
mutaciones introducidas por mutagénesis aleatoria o específica del sitio in vitro o por mutación somática  in vivo), 
por ejemplo en los CDRs. Los formatos de anticuerpo humanos de la invención incluyen anticuerpos aislados de 
bibliotecas  de inmunoglobulina humana o de animales transgénicos para una o más inmunoglobulinas humanas.

La expresión "variante funcionalmente activa" incluye también variantes alélicas de origen natural, así como 
mutantes o cualquier otra variante de origen no natural. Como se conoce en la técnica, una variante alélica es una 35
forma alternativa de un (poli)péptido que se caracteriza por tener una sustitución, deleción o adición de uno o más 
aminoácidos que esencialmente no altera la función biológica del polipéptido.

Las variantes funcionalmente activas se pueden obtener mediante alteraciones de secuencia en el polipéptido o en 
la secuencia de nucleótidos, p. ej. mediante una o más mutaciones puntuales, en donde las alteraciones de 
secuencia conservan una función del polipéptido inalterado o la secuencia de nucleótidos, cuando se usan en 40
combinación con la invención. Tales alteraciones de secuencia pueden incluir, pero no se limitan a ellas, 
sustituciones (conservadoras), adiciones, deleciones, mutaciones e inserciones.

Una variante de CDR incluye una secuencia de aminoácidos modificada por al menos un aminoácido, en donde 
dicha modificación puede ser química o una alteración parcial de la secuencia de aminoácidos, la cual modificación 
permite que la variante retenga las características biológicas de la secuencia no modificada. Por ejemplo, la variante 45
es una variante funcional que se une a CD19, CD20, CD40 o CD95. Una alteración parcial de la secuencia de 
aminoácidos de CDR puede ser por deleción o sustitución de uno a varios aminoácidos, p. ej. 1, 2, 3, 4 o 5 
aminoácidos, o por adición o inserción de uno a varios aminoácidos, p. ej. 1, 2, 3, 4 o 5 aminoácidos, o mediante una 
derivatización química de uno a varios aminoácidos, p. ej. 1, 2, 3, 4 o 5 aminoácidos, o una combinación de los 
mismos. Las sustituciones en restos de aminoácidos pueden ser sustituciones conservadoras, por ejemplo 50
sustituyendo un aminoácido hidrófobo por un aminoácido hidrófobo alternativo.

Las sustituciones conservadoras son aquellas que tienen lugar dentro de una familia de aminoácidos que están 
relacionados en sus cadenas laterales y en sus propiedades químicas. Ejemplos de tales familias son aminoácidos 
con cadenas laterales básicas, con cadenas laterales ácidas, con cadenas laterales alifáticas no polares, con 
cadenas laterales aromáticas no polares, con cadenas laterales polares no cargadas, con cadenas laterales 55
pequeñas, con cadenas laterales grandes, etc.

Una mutación puntual se entiende en particular como la ingeniería de un polinucleótido que da como resultado la 
expresión de una secuencia de aminoácidos que difiere de la secuencia de aminoácidos no modificada por 
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ingeniería en la sustitución o intercambio, deleción o inserción de uno o más elementos simples (no consecutivos) o 
dobletes de aminoácidos para diferentes aminoácidos.

Las mutaciones puntuales preferidas se refieren al intercambio de aminoácidos con la misma polaridad y/o carga. En 
relación con esto, los aminoácidos se refieren a veinte aminoácidos naturales codificados por sesenta y cuatro 
codones triplete. Estos 20 aminoácidos se pueden dividir en aquellos que tienen cargas neutras, cargas positivas y 5
cargas negativas.

Los aminoácidos "neutros" se muestran a continuación junto con su respectivo código de tres letras y una sola letra, 
y polaridad:

Alanina: (Ala, A) no polar, neutro;

Asparagina: (Asn, N) polar, neutro;10

Cisteína: (Cys, C) no polar, neutro;

Glutamina: (Gln, Q) polar, neutro;

Glicina: (Gly, G) no polar, neutro;

Isoleucina: (Ile, I) no polar, neutro;

Leucina: (Leu, L) no polar, neutro;15

Metionina: (Met, M) no polar, neutro;

Fenilalanina: (Phe, F) no polar, neutro;

Prolina: (Pro, P) no polar, neutro;

Serina: (Ser, S) polar, neutro;

Treonina: (Thr, T) polar, neutro;20

Triptófano: (Trp, W) no polar, neutro;

Tirosina: (Tyr, Y) polar, neutro;

Valina: (Val, V) no polar, neutro; y

Histidina: (His, H) polar, positivo (10%) neutro (90%).

Los aminoácidos cargados "positivamente" son:25

Arginina: (Arg, R) polar, positiva; y

Lisina: (Lys, K) polar, positiva.

Los aminoácidos cargados "negativamente" son:

Ácido aspártico: (Asp, D) polar, negativo: y

Ácido glutámico: (Glu, E) polar, negativo.30

"Porcentaje (%) de identidad de secuencia de aminoácidos" con respecto a las secuencias polipeptídicas 
identificadas en la presente memoria se define como el porcentaje de restos de aminoácidos en una secuencia 
candidata que son idénticos a los restos de aminoácidos en la secuencia polipeptídica específica, después del 
alineamiento de la secuencia y de la introducción de huecos, si fuese necesario, para conseguir el porcentaje 
máximo de identidad de secuencia, y no considerando ninguna sustitución conservadora como parte de la identidad 35
de secuencia. Los expertos en la técnica pueden determinar los parámetros apropiados para medir la alineación, 
incluyendo cualquier algoritmo necesario para lograr una alineación máxima en toda la longitud de las secuencias 
que se comparan.

El término "sujeto" como se usa en la presente memoria se referirá a un mamífero de sangre caliente, en particular 
un ser humano. Concretamente, el formato de uso médico de la invención o el método de tratamiento 40
correspondiente son válidos para un sujeto que necesita profilaxis o tratamiento de un trastorno de las células B o un 
estado patológico asociado con un trastorno de las células B. El sujeto puede ser un paciente que sufre una 
enfermedad en etapa temprana o en etapa tardía, o si no un sujeto predispuesto a dicha enfermedad, p. ej. por 
predisposición genética.
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De acuerdo con una realización específica, los formatos de anticuerpo de la invención tienen actividad apoptótica, es 
decir, actividad citotóxica directa contra las células B diana independientemente de las células inmunoefectoras, 
tales como las células NK. Específicamente, los formatos de anticuerpo de la invención tienen actividad apoptótica, 
como se mide en un ensayo de apoptosis estándar, p. ej. como se mide en un ensayo de fragmentación de ADN 
estándar.5

La actividad apoptótica se mide preferiblemente usando métodos estándar para determinar células moribundas y/o 
muertas. Para medir la apoptosis se pueden emplear ensayos de citotoxicidad. Estos ensayos pueden ser ensayos 
radioactivos y no radioactivos que miden los aumentos de la permeabilidad de la membrana plasmática, ya que las 
células moribundas se vuelven porosas, o ensayos colorimétricos que miden la reducción en la actividad metabólica 
de las mitocondrias. Las mitocondrias en las células muertas no pueden metabolizar los colorantes, mientras que las 10
mitocondrias de las células vivas sí que pueden.

También se pueden medir indicadores precoces para la apoptosis, tales como alteraciones en la asimetría de la 
membrana que dan como resultado la aparición de fosfatidilserina en el exterior de la superficie de la célula 
(ensayos basados en anexina V). Alternativamente, las etapas tardías de la apoptosis, como la activación de las 
caspasas, pueden medirse en poblaciones de células o en células individuales. Además, se puede determinar la 15
medición de la liberación de citocromo C y AIF en el citoplasma por mitocondrias o la fragmentación del ADN 
cromosómico.

El marcado de final de corte de dUTP de desoxinucleotidil transferasa terminal (TUNEL) es un método común para 
detectar la fragmentación del ADN que resulta de las cascadas de señalización apoptótica. El ensayo se basa en la 
presencia de mellas en el ADN que pueden identificarse mediante la desoxinucleotidiltransferasa terminal, una 20
enzima que catalizará la adición de dUTPs bromolados que son detectados de forma secundaria con un anticuerpo 
marcado específico.

La actividad apoptótica preferida del formato de anticuerpo según la invención llega al menos a un 20% de citólisis, 
preferiblemente al menos un 30%, más preferiblemente al menos 40%, incluso más preferiblemente al menos 50%, 
como se mide en un correspondiente ensayo de destrucción celular  ex vivo; p. ej. midiendo la supervivencia de las 25
células B después de la incubación con anticuerpos biespecíficos mediante citometría de flujo.

Específicamente, el formato del anticuerpo de la presente invención carece de la función efectora Fc y no tendría 
una actividad citotóxica significativa en presencia de células inmunoefectoras, como se mide en un ensayo estándar 
de ADCC o CDC, p. ej. empleando células que expresan la diana del receptor en la superficie celular.

La baja actividad citotóxica determinada por cualquiera de los ensayos ADCC o CDC puede mostrarse para 30
cualquier formato de anticuerpo de la invención, si no hay un aumento significativo en el porcentaje de citólisis en 
comparación con un control. La falta de función efectora Fc típicamente se determina si la actividad citotóxica 
medida por el aumento porcentual absoluto de la actividad de ADCC y/o CDC es preferiblemente inferior al 10%, 
preferiblemente inferior al 5%, más preferiblemente inferior al 3%.

Preferiblemente, se usa un formato de anticuerpo que se une a uno o a los dos antígenos diana con una alta 35
afinidad, en particular con una tasa alta y/o baja, o una alta avidez de unión. La afinidad de unión de un anticuerpo 
se caracteriza normalmente en términos de concentración del anticuerpo a la que están ocupados la mitad de los 
sitios de unión con el antígeno, conocida como constante de disociación (Kd o KD). Habitualmente, un aglutinante se 
considera un aglutinante de alta afinidad con una Kd < 10-8 M, preferiblemente una Kd < 10-9 M, incluso más 
preferiblemente una Kd < 10-10 M.40

Sin embargo, en una realización preferida alternativamente, las afinidades de unión al antígeno individual son de 
afinidad media, p. ej. con una Kd inferior a 10-6 M y hasta 10-8 M, p. ej. cuando se une al menos a dos antígenos.

Los formatos de anticuerpo monoclonal biespecífico de la invención se pueden producir mediante una variedad de 
técnicas, incluyendo la tecnología de anticuerpos recombinantes, empleando opcionalmente hibridomas o 
secuencias de bibliotecas de secuencias de anticuerpos humanos. Se prefiere la tecnología de anticuerpos 45
recombinantes porque permite la producción reproducible por células transfectadas y la purificación simplificada.

Los formatos de anticuerpos de la presente invención se proporcionan específicamente en una composición 
farmacéutica. Se contemplan composiciones farmacéuticas en donde se formulan el formato de anticuerpo de la 
presente invención y uno o más agentes terapéuticamente activos. Las formulaciones estables de los formatos de 
anticuerpo de la presente invención se preparan para el almacenamiento opcionalmente mezclando el formato de 50
anticuerpo que tiene el grado de pureza deseado con vehículos, excipientes o estabilizantes aceptables 
farmacéuticamente, en forma de formulaciones liofilizadas, soluciones acuosas o emulsiones de aceite en agua. 

Típicamente, tales composiciones comprenden un vehículo farmacéuticamente aceptable como se conoce y es
exigido por la práctica farmacéutica aceptable, véase p. ej. Remingtons Pharmaceutical Sciences, 16ª edición (1980) 
Mack Publishing Co. Los ejemplos de tales vehículos incluyen vehículos esterilizados tales como solución salina, 55
solución de Ringer o solución de dextrosa, opcionalmente tamponadas con tampones adecuados a un pH dentro del 
intervalo de 5 a 8.
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Las formulaciones a usar para la administración in vivo necesitarán ser estériles. Esto se logra fácilmente por 
filtración a través de membranas de filtración estériles u otros métodos adecuados.

La administración de la composición farmacéutica que comprende los formatos de anticuerpos de la presente 
invención puede hacerse de diversas formas, que incluyen administración sistémica o parenteral, preferiblemente en 
forma de solución acuosa estéril, p. ej. por vía intravenosa, intramuscular o subcutánea, pero también por vía oral, 5
intranasal, intraótica, transdérmica, mucosal, tópica (p. ej. geles, pomadas, lociones, cremas, etc.), intraperitoneal, 
intramuscular, intrapulmonar, vaginal, parenteral, rectal o intraocular. Así pues, la invención proporciona el formato 
de anticuerpo en una formulación correspondiente adecuada para tal uso.

La presente invención incluye un preparado farmacéutico, que contiene como sustancia activa los formatos de 
anticuerpo de la invención en una cantidad terapéuticamente efectiva. En particular, una formulación aceptable 10
farmacéuticamente del formato de anticuerpo es compatible con el tratamiento de un sujeto que lo necesite.

La expresión "cantidad terapéuticamente efectiva", usada en el presente texto indistintamente con cualquiera de las 
expresiones "cantidad efectiva" o "cantidad suficiente" del formato de anticuerpo de la presente invención, es una 
cantidad o actividad suficiente para que, cuando se administra al sujeto, tenga por resultado un efecto beneficioso o 
deseado, incluyendo los resultados clínicos y, como tal, una cantidad efectiva o sinónimo de ella depende del 15
contexto en el que se aplica. En el contexto de la enfermedad, pueden usarse cantidades terapéuticamente efectivas 
del formato del anticuerpo para tratar, modular, atenuar, revertir o afectar a una enfermedad o afección que se 
beneficia de una regulación a la baja o una reducción del exceso de células B, p. ej. para la inhibición de reacciones 
autoinmunitarias, por ejemplo enfermedades inflamatorias agudas o crónicas asociadas con un trastorno de células 
B autorreactivas. Se pretende que una cantidad efectiva signifique la cantidad de un compuesto que es suficiente 20
para tratar, prevenir o inhibir tales enfermedades o trastornos. La cantidad de formato de anticuerpo que 
corresponderá a tal cantidad variará dependiendo de varios factores, tales como el fármaco o compuesto dados, la 
formulación farmacéutica, la vía de administración, el tipo de enfermedad o trastorno, la identidad del sujeto o del 
hospedador que se está tratando, y similares, pero que puede ser determinado rutinariamente por un experto en la 
técnica.25

Además, un régimen de tratamiento o prevención de un sujeto con una cantidad terapéuticamente eficaz del formato 
de anticuerpo de la presente invención puede consistir en una administración única, o comprender alternativamente 
una serie de aplicaciones. Por ejemplo, el formato de anticuerpo puede ser administrado al menos una vez al año, al 
menos una vez cada medio año o al menos una vez al mes. Sin embargo, en otra realización, el formato de 
anticuerpo puede administrarse al sujeto entre aproximadamente una vez por semana y aproximadamente una 30
administración diaria para un tratamiento dado. La duración del período de tratamiento depende de diversos 
factores, como la gravedad de la enfermedad, la edad del paciente, la concentración y la actividad del formato de 
anticuerpo. También se apreciará que la dosificación efectiva utilizada para el tratamiento o la profilaxis puede 
aumentar o disminuir en el curso de un régimen particular de tratamiento o profilaxis. Pueden resultar cambios en la 
dosificación y hacerse evidentes mediante ensayos estándar de diagnóstico conocidos en la técnica. En algunos 35
casos, puede requerirse una administración crónica.

Una cantidad terapéuticamente efectiva del formato de anticuerpo tal como se proporciona a un paciente humano en 
necesidad del mismo puede estar concretamente en el intervalo de 0,5 a 500 mg, preferiblemente de 1 a 400 mg, 
incluso más preferiblemente hasta 300 mg, hasta 200 mg, hasta 100 mg o hasta 10 mg, aunque pueden ser 
indicadas dosis más altas, p. ej. para el tratamiento de condiciones de enfermedades agudas.40

Los ejemplos de formulaciones como se usan para administración parenteral incluyen las que son adecuadas para 
inyección subcutánea, intramuscular o intravenosa como, por ejemplo, una solución o suspensión estéril.

En una realización, el formato de anticuerpo de acuerdo con la presente invención es el único agente 
terapéuticamente activo administrado a un paciente, p. ej. como una monoterapia de modificación de una 
enfermedad.45

Alternativamente, el formato de anticuerpo de acuerdo con la presente invención es administrado en combinación 
con uno o más de otros agentes terapéuticos incluyendo, pero sin limitarse a ellos, tratamientos estándar, p. ej. 
quimioterapia en casos de enfermedad maligna, o interferón beta o esteroides en caso de MS, o inmunoglobulinas 
en dosis elevadas en caso de ITP.

Una terapia de combinación está empleando en particular un régimen estándar, p. ej. como el usado para tratar 50
RRMS. Esto puede incluir interferón beta o esteroides.

En una terapia de combinación, el formato de anticuerpo se puede administrar como una mezcla, o de forma 
conjunta con uno o más regímenes terapéuticos distintos, p. ej. antes, simultáneamente o después de la terapia 
concomitante.

Las propiedades biológicas del formato de anticuerpo de acuerdo con la invención se pueden caracterizar ex vivo en 55
experimentos con células, tejidos y organismos completos. Como es sabido en la técnica, los fármacos se prueban 
con frecuencia in vivo en animales, que incluyen, pero sin limitarse a ellos, ratones, ratas, conejos, perros, gatos, 
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cerdos y monos, para medir la eficacia de un fármaco para el tratamiento contra una enfermedad o un modelo de 
enfermedad, o para medir la farmacocinética, la farmacodinámica, la toxicidad y otras propiedades de un fármaco. 
Los animales pueden denominarse modelos de enfermedad. Los productos terapéuticos se prueban con frecuencia 
en ratones, que incluyen, pero sin limitarse a ellos, ratones lampiños o atímicos, ratones SCID, ratones 
xenoinjertados y ratones transgénicos (que incluyen ratones knockin y knockout). Tal experimentación puede 5
proporcionar datos significativos para la determinación del potencial del formato de anticuerpo a usar como un 
agente terapéutico con la vida mitad apropiada, la función efectora, la actividad apoptótica y la actividad inhibidora 
de IgG. Cualquier organismo, preferiblemente mamíferos, se puede usar para las pruebas. Por ejemplo, a causa de 
su similitud genética con seres humanos, primates y monos pueden ser modelos terapéuticos adecuados y por tanto 
pueden usarse para probar la eficacia, toxicidad, farmacocinética, farmacodinámica, vida mitad u otras propiedades 10
del formato de anticuerpo según la invención. Al final, se requieren pruebas de las sustancias en seres humanos 
para su aprobación como medicamentos, y estos experimentos se contemplan en el presente texto. Así pues, el 
formato de anticuerpo de la presente invención puede probarse en modelos animales o en seres humanos para 
determinar su eficacia terapéutica, su toxicidad, su inmunogenicidad, su farmacocinética y/o otras propiedades 
clínicas.15

Los métodos para producir y caracterizar un anticuerpo de acuerdo con la invención son bien conocidos en la 
técnica. En una realización preferida, se producen y se criban variantes de anticuerpo en relación con propiedades 
predefinidas usando uno o más ensayos basados en células, que emplean células que expresan el formato de 
anticuerpo de la invención o ensayos in vivo. Tales ensayos implican a menudo monitorizar la respuesta de las 
células al anticuerpo, por ejemplo, supervivencia celular, muerte celular, cambio en la morfología celular o activación 20
transcripcional, tal como expresión celular de un gen natural o gen informador.

Estos ensayos típicamente se basan en la función del formato del anticuerpo; es decir, la capacidad del formato de 
anticuerpo para unirse a los antígenos diana, p. ej. en la misma célula, y mediar algún evento bioquímico, por 
ejemplo la apoptosis o inhibición de dichas células, p. ej. en un ensayo de unión competitiva, la inhibición de la unión 
con células B o la reducción de la expresión de IgG en presencia o ausencia del anticuerpo de la invención.25

Los métodos para controlar la muerte o la viabilidad celular son conocidos en la técnica e incluyen el uso de 
colorantes, reactivos inmunoquímicos, citoquímicos y radiactivos. Por ejemplo, los ensayos de tinción con caspasa 
pueden permitir que se mida la apoptosis, y la absorción o liberación de sustratos radioactivos o tintes fluorescentes 
tales como azul alamar puede permitir la monitorización del crecimiento o la activación celular.

La activación transcripcional puede servir también como método para analizar la función en ensayos basados en 30
células. En este caso, la respuesta puede monitorizarse ensayando genes naturales o inmunoglobulinas que pueden 
regularse al alza, por ejemplo puede medirse la liberación de ciertas interleucinas, o alternativamente la lectura 
puede ser a través de una construcción reportera. Los ensayos basados en células pueden implicar también la 
medida de los cambios morfológicos de las células como respuesta a la presencia de un anticuerpo de acuerdo con 
la invención.35

La producción recombinante del formato de anticuerpo de la invención emplea preferiblemente un sistema de 
expresión, que incluye p. ej. construcciones de expresión o vectores que comprenden una secuencia de nucleótidos 
que codifica el formato de anticuerpo.

El término "sistema de expresión" se refiere a moléculas de ácido nucleico que contienen una secuencia codificadora 
deseada y secuencias de control en enlace operativo, de modo que los hospedadores transformados o transfectados 40
con estas secuencias son capaces de producir las proteínas codificadas. Para efectuar la transformación, el sistema 
de expresión se puede incluir en un vector; sin embargo, el ADN relevante puede también integrarse en el 
cromosoma del hospedador. Alternativamente, se puede usar un sistema de expresión para la transcripción/ 
traducción in vitro.

Las “construcciones de expresión” o “vectores” usados en el presente texto se definen como secuencias de ADN 45
que se requieren para la transcripción de secuencias de nucleótidos recombinantes clonadas, es decir, de genes 
recombinantes y la traducción de su RNAm en un organismo hospedador adecuado. Los vectores de expresión 
comprenden  la casete de expresión y adicionalmente suelen comprender  un origen para la replicación autónoma 
en las células hospedadoras o un sitio de integración al genoma, uno o más marcadores seleccionables (p. ej. un 
gen de síntesis de aminoácido o un gen que confiere resistencia a antibióticos tales como zeocina, kanamicina, 50
G418 o higromicina), varios sitios de segmentación de enzimas de restricción, una secuencia de promotor adecuada 
y un terminador de la transcripción, los cuales componentes están ligados operativamente. Los términos “plásmido” 
y “vector” como se usan en el presente texto incluyen secuencias de nucleótidos así como secuencias de 
nucleótidos integrantes del genoma.

Específicamente, el término se refiere a un vehículo por el cual una secuencia de ADN o ARN (por ejemplo un gen 55
extraño), p. ej. una secuencia de nucleótidos que codifica el formato de anticuerpo de la presente invención, se 
puede introducir en una célula hospedadora, para transformar el huésped y promover la expresión (p. ej. 
transcripción y traducción) de la secuencia introducida. Los plásmidos son los vectores preferidos de la invención.
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Los vectores comprenden típicamente el ADN de un agente transmisible, en el que se inserta ADN extraño. Una 
forma común de insertar un segmento de ADN en otro segmento de ADN implica el uso de enzimas llamadas 
enzimas de restricción que segmentan el ADN en sitios específicos (grupos específicos de nucleótidos) llamados 
sitios de restricción. Un "casete" se refiere a una secuencia de codificación de ADN o segmento de ADN que codifica 
un producto de expresión que puede insertarse en un vector en sitios de restricción definidos. Los sitios de 5
restricción del casete están diseñados para asegurar la inserción del casete en el marco de lectura apropiado. 
Generalmente, el ADN extraño se inserta en uno o más sitios de restricción del ADN del vector, y luego es 
transportado por el vector a una célula huésped junto con el ADN del vector transmisible. Un segmento o secuencia 
de ADN que tiene ADN insertado o añadido, tal como un vector de expresión, también se puede llamar una 
"construcción de ADN". Un tipo común de vector es un "plásmido", que generalmente es una molécula autocontenida 10
de ADN bicatenario que puede aceptar fácilmente ADN (extraño) adicional y que puede introducirse fácilmente en 
una célula hospedadora adecuada. Un vector de la invención contiene con frecuencia ADN codificador y secuencias 
de control de la expresión, p. ej. ADN promotor, y tiene uno o más sitios de restricción adecuados para insertar ADN 
extraño. ADN codificador es una secuencia de ADN que codifica una secuencia de aminoácidos en particular para 
un polipéptido o proteína en particular, tal como un formato de anticuerpo de la invención. El ADN promotor es una 15
secuencia de ADN que inicia, regula o media o controla de alguna otra forma la expresión del ADN codificador. El 
ADN promotor y el ADN codificador pueden ser del mismo gen o de genes diferentes, y pueden ser del mismo 
organismo o de organismos distintos. Los vectores de clonación recombinantes de la invención incluirán con 
frecuencia uno o más sistemas de replicación para clonación o expresión, uno o más marcadores para selección en 
el hospedador, p. ej. resistencia a antibióticos, y uno o más casetes de expresión.20

Los procedimientos utilizados para ligar secuencias de ADN, p. ej. proporcionar o codificar los factores de la 
presente invención y/o el POI, un promotor, un terminador y más secuencias, respectivamente, e insertarlas en 
vectores adecuados que contienen la información necesaria para la integración o replicación del hospedador, son 
bien  conocidos por las personas expertas en la técnica, p. ej. como se describe en J. Sambrook y otros, "Molecular 
Cloning 2ª ed.”, Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989).25

La expresión "línea celular", como se usa en el presente texto, se refiere a un clon establecido de un tipo particular 
de célula que ha adquirido la capacidad de proliferar a lo largo de un período prolongado de tiempo. La expresión 
"línea celular hospedadora" se refiere a una línea de células que se usa para expresar un gen endógeno o 
recombinante para producir polipéptidos, tal como el formato de anticuerpo recombinante de la invención. Se 
entiende generalmente que una "línea de células hospedadoras de producción" o "línea de células de producción" es 30
una línea celular lista para ser usada para el cultivo en un biorreactor con el fin de obtener el producto de un proceso 
de producción, el formato de anticuerpo recombinante de la invención.

Se conoce específicamente una célula hospedadora como una célula o línea de células recombinantes transfectada 
con una construcción de expresión, tal como un vector de acuerdo con la invención.

El término "recombinante" como se usa en el presente texto significará "que está preparado por ingeniería genética" 35
o "el resultado de ingeniería genética", p. ej. empleando específicamente secuencias heterólogas incorporadas en un 
vector recombinante o célula hospedadora recombinante.

Un formato de anticuerpo monoclonal biespecífico de la invención puede producirse usando cualquier sistema de 
expresión conocido y bien establecido, y tecnología de cultivo de células recombinantes, por ejemplo, mediante 
expresión en hospedadores bacterianos (sistemas procariotas) o sistemas eucariotas tales como levaduras, hongos, 40
células de insectos o células de mamíferos. Una molécula de anticuerpo de la presente invención se puede producir 
en organismos transgénicos tales como una cabra, una planta o un ratón transgénico XENOMOUSE, una cepa de 
ratón modificada genéticamente que tiene grandes fragmentos de los loci de inmunoglobulina humana y es 
deficitaria en la producción de anticuerpos de ratón. También puede producirse un anticuerpo por síntesis química.

De acuerdo con una realización específica, la célula hospedadora es una línea celular de producción de células 45
seleccionadas en el grupo formado por CHO, PerC6, CAP, HEK, HeLa, NSO, SP2/0, hibridoma y Jurkat. Más 
específicamente, la célula hospedadora se obtiene a partir de células CHO-K1, CHO-DG44 o CHO-S.

Las células de ovario de hámster chino (CHO) se han usado con la mayor frecuencia para la producción de 
anticuerpos. Además de proporcionar patrones de glicosilación adecuados, estas células permiten la generación 
constante de líneas celulares clonales altamente productivas genéticamente estables. Se pueden cultivar a 50
densidades elevadas en biorreactores simples utilizando medios libres de suero, y permiten el desarrollo de 
bioprocesos seguros y reproducibles.

La célula hospedadora de la invención se cultiva específicamente o se mantiene en un cultivo libre de suero que 
comprende p. ej. otros componentes, como proteínas plasmáticas, hormonas y factores de crecimiento, como una 
alternativa al suero.55

Las células hospedadoras son las más preferidas, cuando se establecen, se adaptan y se cultivan completamente 
bajo condiciones libres de suero, y opcionalmente en medios que están libres de cualquier proteína/péptido de 
origen animal.
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La descripción precedente se entenderá mejor con referencia a los ejemplos que siguen. Sin embargo, tales 
ejemplos son meramente representativos de métodos para llevar a la práctica una o más realizaciones de la 
presente invención y no deben considerarse como limitantes del alcance de la misma.

Ejemplos.

Ejemplo 1: Producción de la formación de anticuerpos biespecíficos con especificidad para CD20 y CD95.5

Versión quimérica (denominada NA-C20).

Las secuencias de aminoácidos que codifican la cadena ligera quimérica (anti CD95-VJ/CL humano de ratón, SEC 
ID 21) y la cadena pesada quimérica (anti CD95-VDJ/CH1 humano/bisagra/ modificado CH2/anti CD20 VHVL de 
ratón, SEC ID 23) fueron expresadas con éxito en una línea de células SP2/0. Las proteínas están codificadas por 
las secuencias de nucleótidos SEC ID 22 y SEC ID 25, que se ensamblaron correctamente para formar dicho 10
derivado de anticuerpo anti CD95XCD20 biespecífico. Esto se confirmó por detección con anticuerpos específicos 
para lgG1 humana y cadena ligera kappa humana en inmunotransferencia western. La proteína para la 
caracterización adicional se purificó a partir del sobrenadante del cultivo celular mediante cromatografía de afinidad 
(CaptoL, GE Healthcare).

Versión humanizada (denominada Novotarg).15

Las secuencias de aminoácidos que codifican CD95-VJ humanizado/CL humano (SEC ID 26) y CD95-VDJ-CH1-H-
CH humanizado/CD20scFv humanizado (SEC ID 28) se tradujeron inversamente en secuencias nt y fueron codón-
optimizadas para Cricetulus griseus. Las correspondientes secuencias de nucleótidos se listan como SEC ID 27 y 
SEC ID 29. Se diseñaron genes sintéticos, se sintetizaron y se clonaron en un vector de expresión apropiado para la 
transfección de una línea celular hospedadora de ovario de hámster chino (CHO). Ambas secuencias se expresaron 20
y se ensamblaron con éxito para formar dicho derivado de anticuerpo biespecífico. Esto se confirmó por detección 
con anticuerpos específicos para lgG1 humana y cadena ligera kappa humana en inmunotransferencia western. La 
proteína para la caracterización adicional se purificó a partir del sobrenadante del cultivo celular mediante 
cromatografía de afinidad (CaptoL, GE Healthcare).

Ejemplo 2: caracterización de la formación de anticuerpos biespecíficos con especificidad para CD20 y CD95.25

Afinidad de unión del derivado de anticuerpo CD95XCD20 quimérico hacia CD95 y CD20.

La unión con éxito del derivado de anticuerpo CD95XCD20 quimérico hacia sus dianas se confirmó mediante 
citometría de flujo (BD FACS Calibur). Una línea celular de linfoblastos B CD20+CD95- (Daudi) y una línea celular de 
glioma CD20-CD95+ (LN-18) fueron incubadas con una dilución en serie del derivado de anticuerpo quimérico (2 x 
106 células/muestra en PBS 1% de FCS 0,01% de NaN3, 1 h a 4 °C), respectivamente. La proteína unida se detectó 30
con un anticuerpo específico de Fcγ antihumano de cabra marcado con PE (Jackson Immuno Research nº cat. 109 -
116 - 098, 1: 200, 30 min a 4 °C). Un aumento dependiente de la concentración en la intensidad fluorescente media 
(MFI) ratificó la unión con éxito del anticuerpo biespecífico quimérico a CD20 así como a CD95 (FIG. 3).

Afinidad de unión del derivado de anticuerpo CD95XCD20 humanizado hacia CD95 y CD20.

La unión con éxito del derivado de anticuerpo CD95XCD20 humanizado hacia sus dianas se confirmó mediante 35
citometría de flujo (BD FACS Calibur). Se incubaron una línea celular de linfoblastos B CD20

+
CD95

-
(Daudi) y una 

línea celular de glioma CD20-CD95+ (LN-18), con una dilución en serie del derivado de anticuerpo quimérico (2 x 106

células/muestra en PBS 1% de FCS 0,01% de NaN3, 1 h a 4 °C), respectivamente. La proteína unida se detectó con 
un anticuerpo específico de Fcγ antihumano de cabra marcado con PE (Jackson Immuno Research cat. n.º 109-116-
098, 1: 200, 30 min a 4 °C ). Un aumento dependiente de la concentración en la intensidad fluorescente media (MFI) 40
ratificó la unión con éxito del anticuerpo biespecífico humanizado a CD20 así como a CD95 (FIG. 4).

Vida mitad in vivo del derivado de anticuerpo CD95XCD20 quimérico.

Ratones C57BL6 (machos, 6 semanas de edad, n = 3) recibieron 50 µg del derivado de anticuerpo CD95XCD20 
quimérico (NA-C20) por vía intravenosa (vena de la cola). Se tomaron muestras de sangre a las 0,5 h, 1 h, 2,0 h y 
4,0 h después de la inyección. La concentración de anticuerpo en el suero se midió mediante la detección del 45
anticuerpo unido a la línea celular B-linfoblastoide CD20+/CD95+ 6.4 B SKW 6.4 a través de citometría de flujo (FIG. 
5).

Ejemplo 3: Prueba de concepto in vitro para la formación de anticuerpos biespecíficos con especificidad para CD20 y 
CD95.

Potencia del derivado de anticuerpo CD95XCD20.50

La potencia para activar CD95 en células B CD20+/CD95+ fue demostrada tanto para la variante quimérica (NA-C20) 
como para la variante humanizada (Novotarg) en la línea celular B-linfoblastoide CD20+/CD95+ SKW 6.4. Las células 
se incubaron con una dilución en serie del derivado de anticuerpo CD95XCD20 y la proliferación celular se 
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determinó mediante un ensayo de incorporación de timidina. En síntesis, se sembraron 3 x 104 células por pocillo en 
placas de microtitulación de fondo plano de 96 pocillos y se añadió el derivado de anticuerpo en las concentraciones 
correspondientes. Después de 24 h, se añadió a las células [3H]metil-timidina (adquirida de Hartman Analytics cat. nº 
MT6035/3), para alcanzar una concentración final de 0,5 µCi/pocillo. Después de otras 20 h de incubación, las 
células se recolectaron y la incorporación de tritio fue analizada mediante espectrometría de centelleo líquido 5
(analizador de centelleo líquido PerkinElmer MicroBeta2). Pudo observarse una inhibición de la proliferación 
dependiente de la dosis, que demuestra la capacidad de NA-C20 y Novotarg para estimular selectivamente el 
receptor de muerte CD95 en células que expresan tanto CD20 como CD95 (FIG. 6).

Ejemplo 4: Prueba de concepto in vivo para la formación de anticuerpos biespecíficos con especificidad para CD20 y 
CD95.10

Modelo de ratón de linfoma SCID in vivo.

Ratones SCID de cuatro a cinco semanas de edad (Bosma et al., Nature 1983 feb 10; 301 (5900): 527 - 30) fueron 
inyectados por vía intravenosa (vena de la cola) con una dosis letal de 1 x 107 células de línea celular SKW 6.4 
CD20+/CD95+ B-linfoblastoide (n = 8). En los días 1, 2 y 3 después de la inyección, ocho ratones recibieron 20 µg del 
derivado de anticuerpo CD95XCD20 quimérico (NA-C20) mientras que los grupos testigo recibieron PBS o 20 µg de 15
NA-CMel, respectivamente (i. p.). NA-CMel es un derivado de anticuerpo biespecífico con especificidad para CD95 y 
un segundo objetivo no relacionado (proteoglicano asociado a melanoma). Los resultados se muestran en la Figura 
7. Después de 40 días, todos los ratones del grupo testigo habían muerto, mientras que habían sobrevivido siete 
ratones del grupo tratado con NA-C20. Seis ratones de este grupo seguían vivos después de 120 días. Esto indica 
agotamiento efectivo de las células SKW 6.4 CD20+/CD95+ en estos ratones. A su vez, siete de los ocho ratones del 20
grupo testigo tratado con NA-CMel habían muerto el día 40. Evidentemente NA-CMel no es capaz de un 
agotamiento efectivo de las células tumorales. A diferencia de NA-C20, NA-CMel no tiene otra especificidad diana 
para proteínas expresadas en células SKW6.4 que CD95, a la que se une de forma monovalente. Esto previene el 
entrecruzamiento del receptor, que es un requisito previo para la activación efectiva de CD95 y la inducción de 
apoptosis. NA-CMel demuestra el modo de acción restringido a células diana de derivados de anticuerpos 25
biespecíficos con especificidad para CD95. Por tanto es de esperar que NA-C20 sea eficaz solamente en células 
CD95+/CD20+, dejando sin afectar las células CD95+/CD20-, por ejemplo hepatocitos. Esto asegura una focalización 
selectiva y efectos reducidos fuera de la diana (Jung et al., Cancer Res. 2001, 1 de marzo; 61 (5): 1846-8).
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REIVINDICACIONES

1. Un formato de anticuerpo biespecífico, que comprende

a) un fragmento Fab que comprende un primer sitio de unión para un primer antígeno;

b) un fragmento scFv que comprende un segundo sitio de unión para un segundo antígeno; y

c) un dominio CH2 monomérico, en el que el fragmento Fab y el fragmento scFv están ligados a través del 5
dominio CH2, en donde

- el primer antígeno es CD95 y el segundo antígeno es CD20; o

- el primer antígeno es CD20 y el segundo antígeno es CD95.

2. Formato de anticuerpo biespecífico según la reivindicación 1, en el que el sitio de unión que se une a CD20
comprende seis regiones determinantes de complementariedad de dominios variables de anticuerpo (CDR1 a 10
CDR6), en donde

A)

i) CDR1 comprende la secuencia de aminoácidos RASSSVSYM (SEC ID 12);

ii) CDR2 comprende la secuencia de aminoácidos APSNLAS (SEC ID 13);

iii) CDR3 comprende la secuencia de aminoácidos QQWSFNPPT (SEC ID 14);15

iv) CDR4 comprende la secuencia de aminoácidos SYNMH (SEC ID 16);

v) CDR5 comprende la secuencia de aminoácidos AIYPGNGDTSYNQKFKG (SEC ID 17); y

vi) CDR6 comprende la secuencia de aminoácidos VVYYSNSYWYFDV (SEC ID 18);

o

B) una variante funcionalmente activa del mismo, en la que al menos uno de20

i) CDR1 comprende una secuencia de aminoácidos que tiene al menos un 70% de identidad de secuencia 
con la secuencia de aminoácidos RASSSVSYM (SEC ID 12);

ii) CDR2 comprende una secuencia de aminoácidos que tiene al menos un 70% de identidad de secuencia 
con la secuencia de aminoácidos APSNLAS (SEC ID 13);

iii) CDR3 comprende una secuencia de aminoácidos que tiene al menos un 70% de identidad de secuencia 25
con la secuencia de aminoácidos QQWSFNPPT (SEC ID 14);

iv) CDR4 comprende una secuencia de aminoácidos que tiene al menos un 70% de identidad de secuencia 
con la secuencia de aminoácidos SYNMH (SEC ID 16);

v) CDR5 comprende una secuencia de aminoácidos que tiene al menos un 70% de identidad de secuencia 
con la secuencia de aminoácidos AIYPGNGDTSYNQKFKG (SEC ID 17); y / o30

vi) CDR6 comprende una secuencia de aminoácidos que tiene al menos un 70% de identidad de secuencia 
con la secuencia de aminoácidos VVYYSNSYWYFDV (SEC ID 18).

3. Formato de anticuerpo biespecífico según la reivindicación 1 o 2, que comprende un dominio VL que 
comprende la secuencia de aminoácidos de SEC ID 11 y/o un dominio VH que comprende la secuencia de 
aminoácidos de SEC ID 15 o variantes funcionalmente activos del mismo.35

4. Formato de anticuerpo biespecífico según la reivindicación 3, en el que la variante es una variante 
humanizada que comprende un dominio VL que comprende la secuencia de aminoácidos de SEC ID 19 y/o un 
dominio VH que comprende la secuencia de aminoácidos de SEC ID 20, o una variante funcionalmente activa del 
mismo.

5. Formato de anticuerpo biespecífico según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el sitio de 40
unión que se une a CD95 comprende seis regiones determinantes de complementariedad de dominios de anticuerpo 
variables (CDR1 a CDR6), en donde

A)

i) CDR1 comprende la secuencia de aminoácidos RASESVEYYGTSLMQ (SEC ID 2);
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ii) CDR2 comprende la secuencia de aminoácidos VASNVES (SEC ID 3);

iii) CDR3 comprende la secuencia de aminoácidos QQSTKVPWT (SEC ID 4);

iv) CDR4 comprende la secuencia de aminoácidos TNAMN (SEC ID 6);

v) CDR5 comprende la secuencia de aminoácidos RIRSKSNNYATYYAESVKD (SEC ID 7); y

vi) CDR6 comprende la secuencia de aminoácidos DGYY (SEC ID 8);5

o

B) una variante funcionalmente activa del mismo, en la que al menos uno de

i) CDR1 comprende una secuencia de aminoácidos que tiene al menos un 70% de identidad de secuencia 
con la secuencia de aminoácidos RASESVEYYGTSLMQ (SEC ID 2);

ii) CDR2 comprende una secuencia de aminoácidos que tiene al menos un 70% de identidad de secuencia 10
con la secuencia de aminoácidos VASNVES (SEC ID 3);

iii) CDR3 comprende una secuencia de aminoácidos que tiene al menos un 70% de identidad de secuencia 
con la secuencia de aminoácidos QQSTKVPWT (SEC ID 4);

iv) CDR4 comprende una secuencia de aminoácidos que tiene al menos un 70% de identidad de secuencia 
con la secuencia de aminoácidos TNAMN (SEC ID 6);15

v) CDR5 comprende una secuencia de aminoácidos que tiene al menos un 70% de identidad de secuencia 
con la secuencia de aminoácidos RIRSKSNNYATYYAESVKD (SEC ID 7); y

vi) CDR6 comprende una secuencia de aminoácidos que tiene al menos un 70% de identidad de secuencia 
con la secuencia de aminoácidos DGYY (SEC ID 8).

6. Formato de anticuerpo biespecífico según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, que comprende un 20
dominio VL que comprende la secuencia de aminoácidos de SEC ID 1 y/o un dominio VH que comprende la 
secuencia de aminoácidos de SEC ID 5, o variantes funcionalmente activas del mismo.

7. Formato de anticuerpo biespecífico según la reivindicación 6, donde la variante es una variante humanizada 
que comprende un dominio VL que comprende la secuencia de aminoácidos de la SEC ID 9 y/o un dominio VH que 
comprende la secuencia de aminoácidos de la SEC ID 10, o una variante funcionalmente activa del mismo.25

8. Formato de anticuerpo biespecífico según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, que comprende una 
secuencia de cadena ligera de SEC ID 21 y una secuencia de cadena pesada de SEC ID 23, o variantes 
funcionalmente activas del mismo.

9. Formato de anticuerpo biespecífico según la reivindicación 8, en donde la variante es una variante 
humanizada que comprende un dominio VL que comprende la secuencia de aminoácidos de la SEC ID 26 y/o un 30
dominio VH que comprende la secuencia de aminoácidos de la SEC ID 28, o una variante funcionalmente activa del
mismo.

10. Formato de anticuerpo biespecífico según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, que se une a CD20 con 
una Kd < 10

-8
M y/o que se une a CD95 con una Kd < 10

-8
M. 

11. Formato de anticuerpo biespecífico según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, para uso médico. 35

12. Composición farmacéutica que comprende el formato de anticuerpo biespecífico según cualquiera de las 
reivindicaciones 1ª a 10ª y un vehículo o excipiente aceptable farmacéuticamente. 

13. Composición farmacéutica según la reivindicación 12, para uso en el tratamiento o prevención de un 
trastorno de las células B.

14. Secuencia de ácidos nucleicos que codifica el formato de anticuerpo biespecífico según cualquiera de las 40
reivindicaciones 1 a 10. 

15. Método para producir el formato de anticuerpo biespecífico según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, 
que comprende cultivar o mantener una célula hospedadora que comprende una secuencia de ácidos nucleicos 
según la reivindicación 14ª bajo condiciones tales que dicha célula hospedadora produce el formato de anticuerpo 
biespecífico.45
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