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DESCRIPCIÓN

Formatos de unión a antígeno para uso en tratamientos terapéuticos o ensayos diagnósticos

Campo de la invención

La presente invención se refiere a formatos de unión con el antígeno para su uso en tratamientos terapéuticos o 
ensayos de diagnóstico.5

Antecedentes de la invención

Los anticuerpos monoclonales (mAbs) terapéuticos han conseguido algunos éxitos clínicos en los últimos años, 
particularmente en oncología. Hay en el mercado más de veinticinco mAbs.

Se han hecho muchos esfuerzos técnicos para generar mAbs de segunda generación con inmunogenicidad disminuida 
y con funciones efectoras optimizadas. Dado que la mayoría de los anticuerpos terapéuticos son IgG1, al menos parte 10
de los efectos de los mAbs observados in vivo podrían inducirse después de interacciones entre su región Fc y FcγR. 
Especialmente, la capacidad de los mAbs para destruir células tumorales se ha relacionado con su capacidad para 
reclutar y activar células efectoras tales como las células NK y macrófagos a través de receptores para la porción Fc 
de IgG (FcγR).

Sin embargo, publicaciones recientes han demostrado que la eficacia de los mAbs terapéuticos humanos IgG1 se ve 15
fuertemente afectada por varios parámetros: cambios en la glicosilación de Fc, polimorfismo de FcγRIIIA, interacción 
con FcγRIIB inhibitorio y competencia con IgG endógena por la unión de FcγRI y FcγRIII. Por ejemplo, los estudios 
con ratones FcγR -/- han revelado la implicación de diferentes FcγR en algunos mecanismos de acción in vivo de dos 
mAbs terapéuticos ampliamente utilizados, trastuzumab y rituximab. Estos mAbs citotóxicos dirigidos contra los 
tumores involucran tanto a los receptores activadores (FcγRIIIA) como a los inhibidores (FcγRIIB). En estos estudios 20
se observó una regresión tumoral más pronunciada en ratones deficientes en FcγRIIB que en ratones de tipo silvestre, 
mientras que los ratones deficientes en FcγRIIIA no pudieron detener el crecimiento del tumor en presencia de mAbs 
terapéuticos. En seres humanos, un estudio reciente ha demostrado que la eficacia terapéutica del rituximab (una 
IgG1 humana quimérica) en pacientes con linfoma no Hodgkin se correlaciona en parte con el polimorfismo de 
FcγRIIIA. Por lo tanto, pacientes homocigotos para el alelo Val158 (aglutinante alto de IgG1) mostraron una mayor 25
respuesta al tratamiento que los pacientes homocigotos para el alelo Phe158 (aglutinante bajo de IgG1). De manera 
similar, se ha demostrado que las glicoformas de IgG diseñadas activan la ADCC optimizada a través del reclutamiento 
de FcγRIIIAA. Un primer estudio indicó que un anticuerpo IgG1 diseñado para contener cantidades crecientes de 
oligosacáridos complejos bisectados (bisección de N-acetilglucosamina, GlcNAC) permite el desencadenamiento de 
una ADCC fuerte en comparación con su contraparte parental. En segundo lugar, se ha demostrado que la falta de 30
fucosa o el bajo contenido de fucosa en los oligosacáridos ligados a N de IgG1 humanos mejora la unión de FcγRIIIA 
y ADCC, así como aumenta la tasa de clearance o aclaramiento de los glóbulos rojos Rhesus D+ en voluntarios 
humanos. Además, recientemente se ha demostrado que la densidad antigénica requerida para inducir una ADCC 
eficiente es menor cuando la IgG tiene un bajo contenido en fucosa en comparación con una IgG altamente fucosilada.

La idea de la necesidad de un mejor control de las interacciones Fc/Fcγ cuando se usaban mAbs terapéuticos se 35
discutió claramente a principios de los 80 y condujo al concepto y la generación de anticuerpos biespecíficos (bsAbs), 
utilizando planteamientos bioquímicos y luego ingeniería molecular al principio de los años 90. Los anticuerpos 
biespecíficos capaces de reunir a las células diana y las células efectoras activadas tienen importantes ventajas 
potenciales sobre los mAbs desnudos completos. Especialmente, con respecto al reclutamiento y activación de las 
células NK, los bsAbs hacen posible superar la mayoría de los problemas encontrados con los mAbs terapéuticos. En 40
primer lugar, es mucho más fácil usar una unión con el brazo del anticuerpo a FcγRIIIA que diseñar y afinar la 
interacción entre la región Fc del anticuerpo y FcγRIIIA. De hecho, es posible seleccionar un aglutinante FcγRIIIA 
carente de reacción cruzada para FcγRIIB inhibidor y dirigirse a un epítopo no implicado en la unión de Fc para evitar 
el problema del polimorfismo de aglutinante FcγRIIIA alto/bajo, así como la competencia de IgG endógena. Además, 
los fragmentos de anticuerpos no están afectados por los problemas de glicosilación, y es posible ajustar la afinidad 45
del anticuerpo desde un margen de μM a uno de nM, es decir, una afinidad hasta 1.000 veces mayor que la involucrada 
en la interacción Fc/FcγRIIIA. Así pues, se han realizado varios intentos para crear bsAbs anti-FcγRIIIA x anti-diana.

Sin embargo, durante años, estos intentos se vieron impedidos por la imposibilidad de producir de manera eficiente 
tales moléculas, requiriendo las técnicas más eficaces gramos de mAbs para producir miligramos de preparaciones 
heterogéneas de bsAbs. Por tanto, la primera generación de bsAbs nunca llegó al mercado, debido sobre todo al coste50
de la obtención de moléculas con propiedades bifuncionales en grandes cantidades para un uso terapéutico.

Los autores de la presente invención han desarrollado recientemente una nueva generación de anticuerpos 
biespecíficos, basados en VHH de llama (sdAb para anticuerpos de dominio único o también Nb para nanocuerpo 
(nanobody), que pueden producirse fácilmente en E. coli y que superan las limitaciones enumeradas anteriormente, 
mientras se es capaz de ejercer una fuerte lisis tumoral en concentraciones extremadamente bajas. Estos anticuerpos 55
biespecíficos se describen en la solicitud de patente internacional nº WO/2006/064136. Esta generación de 
anticuerpos terapéuticos tiene el potencial de traducirse rápidamente en terapias eficientes. Aunque estos bsAbs se 
acumulan dentro del tumor, sufren una rápida eliminación debido a su tamaño relativamente pequeño, por debajo del 
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umbral renal (alrededor de 60 kDa) y a la ausencia de la región Fc involucrada en la interacción con el receptor FcRn, 
responsable de la larga vida mitad en suero de la IgG de longitud completa. La solicitud de patente WO2010/035012 
describe varios anticuerpos, incluyendo un formato en el que un Fab tiene un anticuerpo de dominio simple fusionado 
en C terminal de CH1. Por tanto, existe la necesidad de mejorar estos bsAbs en términos de eficiencia, vida mitad en 
suero y biodistribución.5

Sumario de la invención

La presente invención se refiere a

1. Un formato de unión con el antígeno que consiste en:

- una primera proteína de fusión en la que el dominio constante CH1 de un anticuerpo está fusionado
i) por su extremo N-terminal al extremo C-terminal de un anticuerpo de dominio único y ii) por su 10
extremo C-terminal al extremo N-terminal de un anticuerpo de dominio único en donde el dominio 
constante CH1 de la primera proteína de fusión está fusionado por su extremo C-terminal al extremo 
N-terminal de un anticuerpo de dominio único a través del espaciador DKT y,

- una segunda proteína de fusión en la que el dominio constante CL de un anticuerpo está fusionado 
por su extremo N-terminal al extremo C-terminal de un anticuerpo de dominio único.15

En particular, la invención se describe sus reivindicaciones.

Descripción detallada de la invención

Los inventores han creado ahora nuevos formatos de unión con el antígeno para aumentar la vida mitad en suero del 
formato bSAb original (54 kDa) descrito en la Solicitud de Patente Internacional WO/2006/064136 mediante la fusión 
de un sdAb (single domain antibody: anticuerpo de dominio único) adicional al extremo C-terminal del dominio CH1 20
del motivo de heterodimerización Cκ/CH1 (figura 1). Sorprendentemente, han demostrado que dicha fusión permite la 
producción de varios formatos funcionales de unión al antígeno que difieren en tamaño y valencia para los antígenos 
dirigidos. El hecho de que los sdAbs fusionados a través de su dominio N-terminal al dominio C-terminal de CH1 
permanezcan activos es notable porque este extremo N-terminal está ubicado en la vecindad del sitio de unión con el 
antígeno. Podría haberse presentado un mayor impedimento estérico entre el antígeno y el motivo de 25
heterodimerización. Sin embargo, los autores de la presente invención demostraron que se podían obtener formatos
de unión al antígeno funcionales.

Formatos de unión a antígeno de la invención:

En consecuencia, la presente invención se refiere a 

1. Un formato de unión al antígeno que consiste en:30

- una primera proteína de fusión en la que el dominio constante CH1 de un anticuerpo está fusionado i) por su 
extremo N-terminal al extremo C-terminal de un anticuerpo de dominio único y ii) por su extremo C-terminal 
al extremo N-terminal de un anticuerpo de dominio único, en donde el dominio constante CH1 de la primera 
proteína de fusión está fusionado por su extremo C-terminal al extremo N-terminal de un anticuerpo de 
dominio único a través del espaciador DKT y,35

- una segunda proteína de fusión en la que el dominio constante CL de un anticuerpo está fusionado por su 
extremo N-terminal al extremo C-terminal de un anticuerpo de dominio único.

La invención describe que el formato de unión a antígeno de la invención representa un formato heterodímero que 
reproduce el motivo de heterodimerización CL/CH1 de un anticuerpo clásico y permite así el plegado correcto de los 
formatos de unión con el antígeno de la invención en un contexto celular. La invención describe que el dominio 40
constante CH1 de la primera proteína de fusión y el dominio constante CL de la segunda proteína de fusión están por 
tanto enlazados a través de un enlace disulfuro.

Según la presente invención, "anticuerpo" o "inmunoglobulina" tienen el mismo significado, y se usarán igualmente en 
la presente invención. En los anticuerpos naturales, las dos cadenas pesadas están unidas entre sí por enlaces 
disulfuro y cada cadena pesada está unida a una cadena ligera por un enlace disulfuro. Hay dos tipos de cadenas 45
ligeras, lambda (λ) y kappa (κ). Hay cinco clases principales de cadena pesada (o isotipos) que determinan la actividad 
funcional de una molécula de anticuerpo: IgM, IgD, IgG, IgA e IgE. Cada cadena contiene dominios de secuencia 
distintos. La cadena ligera incluye dos dominios, un dominio variable (VL) y un dominio constante (CL). La cadena 
pesada incluye cuatro dominios, un dominio variable (VH) y tres dominios constantes (CH1, CH2 y CH3, denominados 
colectivamente CH). Las regiones variables de ambas cadenas ligera (VL) y pesada (VH) determinan el reconocimiento 50
de unión y la especificidad al antígeno. Los dominios de región constante de las cadenas ligera (CL) y pesada (CH) 
confieren importantes propiedades biológicas, tales como la asociación de cadenas de anticuerpos, la secreción, la 
movilidad transplacentaria, la unión al complemento y la unión a los receptores Fc. El fragmento Fv es la parte N-
terminal del fragmento Fab de una inmunoglobulina que consiste en los dominios variables de una cadena ligera y una 
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cadena pesada. La especificidad del anticuerpo reside en la complementariedad estructural entre el sitio de 
combinación del anticuerpo y el determinante antigénico. Los sitios de combinación de anticuerpos están constituidos
por residuos que son principalmente de las regiones hipervariables o determinante de complementariedad (CDR). 
Ocasionalmente, los recursos de regiones no hipervariables o de marco (FR) influyen en la estructura de dominio 
global y, por lo tanto, en el sitio de combinación. La CDR se refiere a secuencias de aminoácidos que definen juntas 5
la afinidad y especificidad de unión de la región Fv natural de un sitio de unión de inmunoglobulina nativa. Los dominios 
variables de cadena ligera y pesada de una inmunoglobulina tienen tres CDR, denominadas L-CDR1, L-CDR2 y L-
CDR3, y H-CDR1, H-CDR2, H-CDR3, respectivamente. Un sitio de unión a antígeno, por tanto, incluye seis CDR, que 
comprenden el conjunto de CDR de cada una de las regiones V de cadena pesada y ligera. FR se refiere a secuencias 
de aminoácidos interpuestas entre CDR.10

El término "anticuerpo monoclonal" o "mAb", como se usa en el presente documento, se refiere a una molécula de 
anticuerpo de una única composición de aminoácidos, que se dirige contra un antígeno específico y que es producida 
por un solo clon de células B o hibridomas. En consecuencia, el término "hibridoma" denota una célula, que se obtiene 
sometiendo una célula B, preparada inmunizando un animal con un antígeno, a una fusión celular con una célula de 
mieloma derivada de un ratón o similar que produce el anticuerpo monoclonal deseado que tiene una especificidad 15
antigénica.

En una realización particular, los dominios constantes CH1 y CL de la invención son dominios constantes 
humanizados, y más preferiblemente dominios constantes CH1 y CL completamente humanos.

Por "humanizado" se entiende mutado de manera que la inmunogenicidad al tener lugar la administración en pacientes 
humanos es menor o inexistente. La humanización de un anticuerpo (por ejemplo, un anticuerpo murino o camélido), 20
según la presente invención, comprende una etapa para reemplazar uno o más de los aminoácidos de dicho anticuerpo 
por su contraparte humana como se encuentra en la secuencia de consenso humana, sin que ese anticuerpo pierda 
su carácter típico, es decir, la humanización no afecta significativamente a la capacidad de unión con el antígeno del 
anticuerpo resultante.

En una realización en particular, el dominio CL es de una cadena ligera lambda (λ) o kappa (κ).25

En una realización en particular, el dominio CH1 es de una IgG, como IgG1, IgG2, IgG3 o IgG4. Alternativamente, el 
dominio CH1 es de una IgA, IgD, IgE o IgM.

El dominio variable se selecciona entre anticuerpos de dominio único (sdAbs).

El término "anticuerpo de dominio único" (sdAb) o "VHH" se refiere al dominio variable de cadena pesada único de 
anticuerpos del tipo que se puede encontrar en los mamíferos camélidos que están desprovistos de forma natural de 30
cadenas ligeras. Tales VHH también se denominan "nanobody®". Según la invención, sdAb puede ser en particular 
sdAb de llama.

En una realización particular, el dominio de anticuerpo de dominio único (VHH) es humanizado.

Normalmente, el dominio variable puede dirigirse contra cualquier antígeno.

Por ejemplo, el dominio variable puede ser específico para una molécula reguladora de células inmunitarias como 35
CD3, CD4, CD8, CD25, CD28, CD26, CTLA-4, ICOS o CD11a. Otros antígenos adecuados incluyen, pero sin limitarse 
a ellos, los asociados con células inmunitarias que incluyen moléculas asociadas a células T, como TCR/CD3 o CD2: 
dianas asociadas a células NK como NKG2D, FcγRIIIa (CD16), CD38, CD44, CD56 o CD69; dianas asociadas a 
granulocitos tales como FcγRI (CD64), FcαRI (CD89) y CR3 (CD11b/CD18); dianas asociadas a 
monocitos/macrófagos (tales como FcγRI (CD64), FcαRI (CD89), CD3 (CD11b/CD18), o receptor de manosa; dianas 40
asociadas a células dendríticas, como FcγRI (CD64) o receptor de manosa, y dianas asociadas a eritrocitos, como 
CR1 (CD35).

Alternativamente, el dominio variable según la invención puede dirigirse contra un antígeno de cáncer. Los antígenos 
de cáncer conocidos incluyen, sin limitación, c-erbB-2 (erbB-2 también se conoce como c-ncu o HER-2), que está 
particularmente asociado con células tumorales de mama, ovario y colon, así como neuroblastoma, cáncer de pulmón, 45
cáncer de tiroides, cáncer de páncreas, cáncer de próstata, cáncer de riñón y cánceres del tracto digestivo. Otra clase 
de antígenos del cáncer son las proteínas oncofetales de función no enzimática. Estos antígenos se encuentran en 
una variedad de neoplasmas y a menudo se denominan "antígenos asociados a un tumor". El antígeno 
carcinoembrionario (CEA) y la α-fetoproteína (AFP) son dos ejemplos de este tipo de antígenos de cáncer. Los niveles 
de AFP aumentan en pacientes con carcinoma hepatocelular: el 69% de los pacientes con cáncer de hígado expresan 50
altos niveles de AFP en su suero. CEA es una glicoproteína sérica de 200 kDa que se encuentra en el adenocarcinoma 
de colon, así como en los cánceres de pulmón y del tracto genitourinario. Otra clase más de antígenos contra el cáncer 
son aquellos antígenos exclusivos de un tumor en particular, denominados a veces "antígenos específicos del tumor”,
como las proteínas de choque térmico (por ejemplo, las proteínas hsp70 o hsp90) de un tipo particular de tumor. Otros 
objetivos incluyen los ligandos MICA/B de NKG2D. Estas moléculas se expresan en muchos tipos de tumores, pero 55
normalmente no en células sanas.
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Los ejemplos específicos adicionales de antígenos de cáncer incluyen la molécula de adhesión de células epiteliales 
(Ep-CAM/TACSTD1), mesotelina, glicoproteína 72 asociada a un tumor (TAG 72), gp100, Melan-A, MART-1, KDR, 
RCAS1, MDA7, vacunas virales asociadas al cáncer (por ejemplo, antígenos del virus del papiloma humano), antígeno 
prostático específico (PSA, PSMA), RAGE (antígeno renal), CAMEL (antígeno reconocido por CTL en el melanoma), 
antígenos CT (como MAGE-B5, -B6, -C2, -C3 y D; Mage-12; CT10; NY-ESO-1, SSX-2, GAGE , BAGE, MAGE y 5
SAGE), antígenos de mucina (p. ej., MUC1, mucina-CA125, etc.), antígenos de gangliósidos asociados con el cáncer, 
tirosina, gp75, C-myc, Mart1, MelanA, MUM -1, MUM-2, MUM-3, HLA-B7, Ep-CAM, proteínas de choque térmico 
derivadas de tumores, y similares (véase también, por ejemplo, Acres et al., Curr Opin Mol Ther 2004 febrero, 6: 40-
7; Taylor-Papadimitriou et al., Biochim Biophys Acta. 8 de octubre de 1999; 1455 (2-3): 301-13; Emens et al., Cancer 
Biol Ther. 2003 julio-agosto; 2 (4 Suppl 1): S161- 8; y Ohshima et al., Int J Cancer. 2001 Jul. 1:93 (1): 91-6). Otras 10
dianas de antígeno de cáncer ejemplares incluyen el antígeno similar al antígeno asociado al tumor CA 195 (véase, 
por ejemplo, la patente de patente de EE. UU. nº 5.324.822) y los antígenos similares al carcinoma de células 
escamosas de orina femenina (véase, por ejemplo, la patente de EE. UU. nº 5.306.811), y los antígenos de cáncer de 
células de mama descritos en la patente de EE.UU. nº 4.960.716.

El dominio variable según la invención puede dirigirse a antígenos proteicos, antígenos de carbohidratos o proteínas 15
glucosiladas. Por ejemplo, el dominio variable puede dirigirse a grupos de glucosilación de antígenos que son 
producidos preferentemente por células transformadas (neoplásicas o cancerosas), células infectadas, y similares 
(células asociadas con otros trastornos relacionados con el sistema inmunitario). En un aspecto, el antígeno es un 
antígeno asociado a un tumor. En un aspecto ejemplar, el antígeno es O-acetilado-GD2 o glipican-3. En otro aspecto 
particular, el antígeno es uno de los antígenos de Thomsen-Friedenreich (TF) (TFA).20

El dominio variable según la invención también puede exhibir especificidad para una proteína asociada al cáncer. 
Tales proteínas pueden incluir cualquier proteína asociada con la progresión del cáncer. Los ejemplos de tales 
proteínas incluyen factores de angiogénesis asociados con el crecimiento tumoral, como los factores de crecimiento 
endotelial vascular (VEGF), los factores de crecimiento de fibroblastos (FGF), el factor tisular (TF), los factores de 
crecimiento epidérmico (EGF), y receptores de los mismos; factores asociados con la invasividad; y otros receptores 25
asociados con la progresión del cáncer (por ejemplo, uno de los receptores HER1-HER4).

Alternativamente, el dominio variable según la invención puede ser específico para un virus, una bacteria o una diana
asociada a parásitos. Por ejemplo, el dominio variable puede ser específico para una diana asociada con virus, como 
una proteína del HIV (por ejemplo, gp120 o gp41), CMV u otros virus, como el virus de la hepatitis C (HCV).

El dominio variable según la invención también puede dirigirse a la albúmina o FcRn para aumentar la vida mitad de 30
los formatos de unión a antígeno de la invención en la circulación sistémica.

El dominio variable según la invención puede dirigirse alternativamente a un hapteno, y más en particular un hapteno 
de bajo peso molecular, y más preferiblemente a un hapteno de bajo peso molecular radiomarcado. Los haptenos de 
peso molecular según la invención pueden seleccionarse entre el grupo que consiste en metotrexato, histamina 
succinilglicina, DTPA (ácido dietilen-triamino-pentaacético); DOTA (ácido 1,4,7,10-tetraazaciclododecano-N,N',N'',N'''-35
tetraacético) y sus derivados (véanse, por ejemplo, las patentes de EE. UU. nº 4.885.363; 5.087.440; 5.155.215; 
5.188.816; 5.219.553; 5.262.532 y 5.358.704 y D. Meyer et al., Invest. Radiol. 1990, 25: S53-55). En una realización 
en particular, el hapteno está marcado con un radionucleido. Por ejemplo, los radionucleidos diagnósticos útiles 
incluyen, pero sin limitarse a ellos, 110In, 177Lu, 18F, 52Fe, 62Cu, 64Cu, 67Cu, 67Ga, 68Ga, 89Zr, 94Tc, 150Re, 188Re u otros 
emisores de radiaciones gamma, beta o positrones. Los radionucleidos terapéuticos particularmente útiles incluyen, 40
pero no se limitan a ellos, 111In, 177Lu, 212Bi, 213Bi, 211At, 62Cu, 64Cu, 67Cu, 90Y, 125I, 131I, 32P, 33P, 47Sc, 111Ag, 67Ga, 142Pr,
153Sm, 161Tb, 166Dy, 166Ho, 186Re, 188Re, 189Re, 212Pb, 223Ra, 225Ac, 59Fe, 75Se, 77As, 89Sr, 99Mo, 105Rh, 109Pd, 143Pr,
149Pm, 169Er, 194Ir, 198Au, 199Au y 211Pb.

Los dominios constantes y los dominios variables según la invención pueden prepararse fácilmente por un experto en 
la materia usando una experimentación rutinaria.45

Por ejemplo, los dominios constantes y los dominios variables según la invención pueden ser de anticuerpos 
monoclonales. Los anticuerpos monoclonales dirigidos contra antígenos de interés pueden ser producidos por un 
animal (incluyendo, pero sin limitarse a ellos, seres humanos, ratones, camélidos, ratas, conejos, hámsteres, cabras, 
caballos, pollos o pavos), sintetizados químicamente, o expresados de forma recombinante. Por ejemplo, los 
anticuerpos monoclonales pueden prepararse y aislarse utilizando cualquier técnica que proporcione la producción de 50
moléculas de anticuerpos mediante líneas celulares continuas en cultivo. Las técnicas para la producción y el 
aislamiento incluyen, entre otras, la técnica de hibridoma descrita originalmente por Kohler y Milstein (1975); la técnica 
de hibridoma de células B humanas (Cote et al., 1983); y la técnica de hibridoma EBV (Cole et al. 1985). También se 
pueden usar otros métodos conocidos para producir líneas de células B transformadas que producen anticuerpos 
monoclonales. Los anticuerpos monoclonales de la presente invención pueden producirse mediante técnicas de ADN 55
recombinante, por ejemplo, producidas por la presentación de fago o por métodos combinatorios. Véase, por ejemplo, 
la patente de EE.UU. nº 5.223.409; y los documentos WO 92/18619; WO 91/17271; WO 92/20791; WO 92/15679; WO 
93/01288; WO 92/01047; WO 92/09690; o WO 90/02809. Los anticuerpos monoclonales de la presente invención se 
pueden purificar por cualquier método conocido en la técnica para la purificación de una molécula de inmunoglobulina, 
por ejemplo, por cromatografía (p. ej. cromatografía de intercambio iónico, de afinidad y de clasificación por tamaño), 60
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centrifugación, solubilidad diferencial, o por cualquier otra técnica estándar para la purificación de proteínas. Además, 
los anticuerpos pueden fusionarse con secuencias polipeptídicas heterólogas descritas en el presente documento o 
conocidas de alguna otra forma en la técnica, para facilitar la purificación. Finalmente, los genes que codifican el 
dominio constante o el dominio variable según la invención se pueden recuperar del ADN de hibridomas o fagos 
relevantes. En una realización particular, los anticuerpos monoclonales son anticuerpos totalmente humanos o 5
anticuerpos humanizados.

Los scAbs se generan generalmente mediante la clonación por PCR del repertorio del dominio V del ADNc de la 
sangre, ganglios linfáticos o bazo obtenido de animales inmunizados en un vector de presentación de fago, como 
pHEN2. Los scAbs específicos de antígeno se seleccionan comúnmente mediante el panning de bibliotecas de fagos 
sobre antígeno inmovilizado, p. ej. antígeno recubierto sobre la superficie de plástico de un tubo de ensayo, antígenos 10
biotinilados inmovilizados sobre esferas de estreptavidina, o proteínas de membrana expresadas en la superficie de 
las células. Sin embargo, tales scAbs muestran con frecuencia afinidades por su antígeno más bajas que los scAbs 
derivados de animales que han recibido varias inmunizaciones. La alta afinidad de los scAbs de las bibliotecas 
inmunitarias se atribuye a la selección natural de los sdAbs variantes durante la expansión clonal de las células B en 
los órganos linfoides de animales inmunizados. La afinidad de los sdAbs de bibliotecas no inmunes se puede mejorar 15
a menudo imitando esta estrategia in vitro, es decir, mediante mutagénesis dirigida al sitio de las regiones CDR y 
rondas adicionales de panning en antígeno inmovilizado en condiciones de mayor rigor (temperatura más alta, 
concentración de sal alta o baja, pH alto o bajo y bajas concentraciones de antígeno). Los sdAbs derivados de 
camélidos se expresan y purifican fácilmente a partir del periplasma de E. coli a niveles mucho más altos que los 
correspondientes dominios de los anticuerpos convencionales. Los sdAbs generalmente muestran alta solubilidad y 20
estabilidad y también pueden producirse fácilmente en células de levadura, plantas y mamíferos. Por ejemplo, las 
"patentes de Hamers" describen métodos y técnicas para generar VHH contra cualquier diana deseada (véase, por 
ejemplo, la patente de EE. UU. nº 5.800.988; patente de EE. UU. nº 5.874.541 y patente de EE. UU. nº 6.015.695). 
Las "patentes de Hamers” describen más concretamente la producción de sdAbs en huéspedes bacterianos como E. 
coli (véase, por ejemplo, la patente de EE. UU. nº 6.765.087) y en huéspedes eucariotas inferiores, como los mohos25
(por ejemplo, Aspergillus o Trichoderma) o en levadura (por ejemplo, Saccharomyces, Kluyveromyces, Hansenula o 
Pichia) (ver, por ejemplo, la patente de EE. UU. nº 6.838.254). En un anticuerpo específico, los sdAbs de la invención 
pueden humanizarse adicionalmente.

La invención describe que los dominios constantes CH1 y CL de las proteínas de fusión se fusionan directamente en 
sus extremos N-terminales al extremo C-terminal de un anticuerpo de dominio único.30

Como se usa en el presente documento, el término "directamente" significa que el aminoácido (primero o último) en el 
extremo terminal (extremo N- o C-terminal) del dominio constante se fusiona con el aminoácido (primero o último) en 
el extremo terminal (extremo N- o C-terminal) del dominio variable.

En otras palabras, en esta realización, la invención describe que el primer aminoácido del extremo N-terminal de dicho 
dominio constante CH1 o CL está unido directamente por un enlace covalente al último aminoácido del extremo C-35
terminal de dicho dominio variable de un anticuerpo.

La invención describe que el dominio constante CH1 de la primera proteína de fusión se fusiona por su extremo C-
terminal al extremo N-terminal de un anticuerpo de dominio único a través del espaciador DKT (SEQ ID NO: 30).

La secuencia DKT está presente de modo natural en el extremo C- terminal del dominio CH1 humano de anticuerpos.

La invención describe que los formatos de unión a antígeno de la invención tienen 3 dominios variables y puede por 40
tanto ser mono-, bi- o tri-específico para los antígenos de interés. En consecuencia, cada dominio variable del formato 
de unión a antígeno según la invención tiene la capacidad de unirse a un antígeno por sí mismo. La unión a antígeno 
no es la misma que se observa clásicamente para la unión de un anticuerpo a un antígeno (la entidad responsable de 
la unión al antígeno es el complejo formado por los dominios variables VL y CH), sino que se aproxima a la misma 
que se observó para mamíferos camélidos: un dominio variable (VH, VL o VHH) puede unirse a un antígeno por sí 45
mismo.

En algunas realizaciones, el formato de unión a antígeno de la invención puede ser monoespecífico cuando todos los 
dominios variables están dirigidos contra el mismo antígeno. Además, el formato de unión al antígeno de la invención 
puede ser biespecífico, cuando la combinación de dominios variables los hace dirigidos contra dos antígenos 
particulares (por ejemplo, CEA y CD16). Según esta realización, dicho formato de unión al antígeno es bivalente; es 50
decir, dos de los tres dominios variables están dirigidos contra el mismo antígeno (por ejemplo, CEA o CD16). Además, 
el formato de unión al antígeno de la invención puede ser triespecífico, cuando la combinación de dominios variables 
los hace dirigidos contra tres antígenos particulares (por ejemplo, CEA, CD3 y CD16 o CEA, CD16, albúmina humana
o CEA, CD3, albúmina humana).

En una realización particular, el formato de unión al antígeno de la invención es biespecífica, en donde dos dominios 55
variables son específicos para un antígeno de cáncer (por ejemplo, CEA) y el último dominio variable es específico 
para una molécula reguladora de células inmunitarias (por ejemplo, CD16). 
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En una realización particular, la invención describe que el formato de la unión al antígeno de la invención es 
triespecífico, en donde un primer dominio variable es específico para un antígeno de cáncer (por ejemplo, CEA o 
cualquier antígeno de cáncer), un segundo dominio variable es específico para una primera molécula reguladora de 
células inmunitarias (por ejemplo, CD16), y un tercer dominio variable es específico para una segunda molécula 
reguladora de células inmunitarias (por ejemplo, CD3). Más en particular, la invención se refiere a un formato de unión 5
al antígeno en el que un primer dominio variable es específico para un antígeno de cáncer, un segundo dominio 
variable es específico para una molécula de las células asesinas naturales (por ejemplo, CD16), y un tercer dominio 
variable es específico para una molécula de células T (por ejemplo, CD3). proporciona la ventaja de destruir células 
tumorales asesinas con más potencia al proporcionar el redireccionamiento a las células NK y a las células T. Dicho 
formato de unión con el antígeno contribuye también a la estimulación del sistema inmunitario adaptativo, porque 10
potencialmente se podrían generar linfocitos T destructores del tumor, y se podría establecer la vacunación (es decir, 
la provisión de una respuesta inmunitaria a largo plazo y células de memoria que podrían generar rápidamente una 
respuesta nueva y eficiente en el caso de desarrollo de metástasis.

En una realización particular, la invención describe que el formato de unión del antígeno de la invención consiste en:

- una primera proteína de fusión que consiste en un dominio CH1 fusionado directamente por su extremo N-15
terminal a un anticuerpo de dominio único específico para CD16 y fusionado a través de un espaciador por 
su extremo C-terminal a un anticuerpo de dominio único específico para el antígeno carcinoembrionario (CEA) 
en donde dicho espaciador es DKT; y

- una segunda proteína de fusión que consiste en un dominio CL de una cadena ligera kappa (κ) fusionada 
directamente por su extremo N-terminal con un anticuerpo de dominio único específico para el antígeno 20
carcinoembrionario (CEA).

En una realización particular, la invención describe que un formato de unión de antígeno de la invención se representa 
mediante el formato 514-515 o 1214-1215 en la figura 1.

En una realización particular, la invención describe que el formato de unión del antígeno de la invención es 
triespecífico, en donde el primer dominio variable es específico para un antígeno de cáncer (por ejemplo, CEA), el 25
segundo dominio variable es específico para una molécula reguladora de células inmunitarias (por ejemplo, CD16), y 
el tercer dominio variable es específico para la albúmina. Más en particular, la invención se refiere a un formato de 
unión al antígeno en el que un primer dominio variable es específico para un antígeno de cáncer, un segundo dominio 
variable es específico para una molécula de célula asesina natural (por ejemplo, CD16), y un tercer dominio variable 
es específico para una albúmina. La vida mitad del formato de unión al antígeno en la circulación sistémica puede así30
aumentar sin afectar a sus efectos de destrucción de células tumorales.

Ácidos nucleicos, vectores y células hospedadoras recombinantes de la invención:

Otro objeto más de la presente invención se refiere a una molécula de ácido nucleico que codifica un formato de unión 
a antígeno según las reivindicaciones.

Como se usa en el presente documento, una secuencia "que codifica” un producto de expresión, como un ARN, un 35
polipéptido, una proteína o una enzima, es una secuencia de nucleótidos que, cuando se expresa, da como resultado 
la producción de ese ARN, polipéptido, proteína o enzima, es decir, la secuencia de nucleótidos codifica una secuencia 
de aminoácidos para ese polipéptido, proteína o enzima. Una secuencia de codificación para una proteína puede 
incluir un codón de inicio (generalmente ATG) y un codón de parada.

Estas moléculas de ácido nucleico pueden obtenerse por métodos convencionales bien conocidos por los expertos en 40
la técnica.

Normalmente, dicho ácido nucleico es una molécula de ADN o ARN, que puede incluirse en un vector adecuado, como 
un plásmido, un cósmido, un episoma, un cromosoma artificial, un fago o un vector viral.

Así pues, un objeto adicional de la presente invención se refiere a un vector y un casete de expresión en el que una 
molécula de ácido nucleico que codifica un formato de unión a antígeno de la invención está asociada con elementos 45
adecuados para controlar la transcripción (en particular un promotor, potenciador y, opcionalmente, terminador) y 
opcionalmente la traducción, y también los vectores recombinantes en los que se inserta una molécula de ácido 
nucleico según la invención. Estos vectores recombinantes pueden ser, por ejemplo, vectores de clonación, o vectores 
de expresión.

Como se usa en este documento, los términos "vector", "vector de clonación y "vector de expresión" significan el 50
vehículo por el cual se puede introducir una secuencia de ADN o ARN (por ejemplo, un gen extraño) en una célula 
hospedadora, para transformar el hospedador y promover la expresión (por ejemplo, transcripción y traducción) de la 
secuencia introducida.

La invención escribe que el vector es un vector bicistrónico que incluye dos moléculas de ácido nucleico, cada una de 
las cuales codifica una proteína de fusión del formato de unión al antígeno.55
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Se puede usar cualquier vector de expresión para células animales. Los ejemplos de vectores adecuados incluyen 
pAGE107 (Miyaji H et al. 1990), pAGE103 (Mizukami T et al. 1987), pHSG274 (Brady G et al. 1984), pKCR (O'Hare K 
et al. 1981), pSG1 beta d2- 4- (Miyaji H et al. 1990) y similares.

Otros ejemplos de plásmidos incluyen plásmidos de replicación que comprenden un origen de replicación, o plásmidos 
integrativos, como por ejemplo puC, pcDNA, pBR y similares.5

Otros ejemplos de vectores virales incluyen vectores adenovirales, retrovirales, virus del herpes y vectores AAV. Tales
virus recombinantes pueden producirse mediante técnicas conocidas en este campo, tales como transfectando células 
de empaquetamiento o mediante transfección transitoria con plásmidos o virus colaboradores. Los ejemplos típicos 
de células empaquetadoras de virus incluyen células PA317, células PsiCRIP, células GPcnv+, células 293, etc. Se 
pueden encontrar protocolos detallados para producir tales virus recombinantes defectuosos en la replicación, por 10
ejemplo en los documentos WO95/14785, WO 96/22378, patente de EE.UU. nº 5.882.877, patente de EE.UU. nº
6.013.516, patente de EE.UU. nº 4.861.719, patente de EE.UU. nº 5.278.056 y documento WO 94/19478.

Los ejemplos de promotores y potenciadores utilizados en el vector de expresión para células animales incluyen el 
promotor temprano y el potenciador de SV40 (Mizukami T. et al. 1987), el promotor LTR y el potenciador del virus de 
la leucemia de ratón Moloney (Kuwana Y et al. 1987), promotor (Mason JO et al. 1985) y potenciador (Gillies SD et al.15
1983) de la cadena H de inmunoglobulina y similares.

La invención incluye también sistemas de administración de genes que comprenden una molécula de ácido nucleico 
de la invención, que puede usarse en terapia génica in vivo o ex vivo. Esto incluye, por ejemplo, vectores de 
transferencia viral tales como los derivados de retrovirus, adenovirus, virus adeno-asociados, lentivirus, que se utilizan 
convencionalmente en terapia génica. Esto también incluye sistemas de administración de genes que comprenden 20
una molécula de ácido nucleico de la invención y un vehículo de administración de genes no viral. Los ejemplos de 
vehículos de administración de genes no virales incluyen liposomas y polímeros tales como polietileniminas, 
ciclodextrinas, polímeros de histidina/lisina (HK), etc.

Un sujeto de la presente invención es también una célula hospedadora procariota o eucariota transformada 
genéticamente con al menos una molécula de ácido nucleico o vector según la invención (preferiblemente un vector 25
bicistrónico como se describió antes).

El término “transformación” significa la introducción de un gen, secuencia de ADN o ARN “extraño” (es decir, extrínseco 
o extracelular), en una célula hospedadora, de forma que la célula hospedadora exprese el gen o secuencia 
introducidos, para producir una sustancia deseada, normalmente una proteína o enzima codificada por el gen o la 
secuencia introducidos. Una célula hospedadora que recibe y expresa el ADN o ARN introducidos ha sido 30
“transformada”.

En una realización en particular, para expresar y producir formatos de unión a antígeno de la invención, se escogerán 
células procariotas, en particular células E. coli. En realidad, según la presente invención, no es obligatorio producir el 
formato de unión a antígeno de la invención en un contexto eucariótico que favorezca las modificaciones post-
traduccionales (p. ej. glicosilación). Además las células procariotas tienen la ventaja de producir proteína en grandes 35
cantidades. Si se necesita un contexto eucariótico, las levaduras (p. ej. cepas de saccharomyces) pueden ser 
particularmente adecuadas ya que permiten la producción de grandes cantidades de proteínas. De otra forma, podrían 
usarse líneas de células eucariotas típicas, tales como CHO, BHK-21, COS-7, C127, PER.C6, YB2/0 o HEK293, por 
su capacidad para procesar las modificaciones post-traduccionales correctas del formato de unión a antígeno de la 
invención.40

En consecuencia, otro aspecto de la invención describe una célula hospedadora que comprende una molécula de 
ácido nucleico que codifica un formato de unión a antígeno según las reivindicaciones o un vector según las 
reivindicaciones.

La construcción de vectores de expresión según la presente invención, y la transformación de las células 
hospedadoras pueden llevarse a cabo usando técnicas convencionales de biología molecular. Los formatos de unión 45
a antígeno de la invención pueden obtenerse, por ejemplo, cultivando células transformadas genéticamente según la 
invención y recuperando el formato de unión a antígeno expresado por dicha célula, a partir del cultivo. Entonces, si 
es necesario, pueden purificarse por procedimientos convencionales, conocidos por los expertos en la técnica, por 
ejemplo mediante precipitación fraccionada, en partículas precipitación con sulfato amónico, electroforesis, filtración 
en gel, cromatografía de afinidad, etc. En particular, pueden usarse métodos convencionales para preparar y purificar 50
proteínas recombinantes, para producir las proteínas según la presente invención.

Otro aspecto de la invención se refiere a un método para producir un formato de unión a antígeno de las 
reivindicaciones que comprenden la etapa que consiste en: (i) cultivar una célula hospedadora transformada según la 
invención bajo condiciones adecuadas para permitir la expresión de dicho formato de unión a antígeno; y (ii) recuperar
el formato de unión a antígeno expresado.55
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Métodos terapéuticos y usos de la invención:

La presente invención proporciona métodos y composiciones (tales como composiciones farmacéuticas) para tratar el 
cáncer o enfermedades infecciosas. Los formatos de unión a antígeno de la invención son de hecho particularmente 
adecuados para el tratamiento de enfermedades tales como cáncer o enfermedades infecciosas. 

Por tanto, un objeto adicional de la invención se refiere a un formato de unión a antígeno de la invención para su uso 5
como medicamento.

Más concretamente, un aspecto de la invención se refiere a un formato de unión a antígeno de la invención para uso 
en el tratamiento de cáncer o enfermedades infecciosas.

En el contexto de la invención, el término "tratar" o "tratamiento", como se usa en este documento, significa revertir, 
aliviar, inhibir el progreso o prevenir el trastorno o la condición a la que se aplica dicho término, o uno o más síntomas 10
de tal trastorno o condición.

Como se usa en el presente documento, la expresión "enfermedad infecciosa" pretende abarcar cualquier enfermedad 
que resulte de una infección mediada por un virus, una bacteria o un parásito. Por lo tanto, el término incluye, pero no 
se limita a ella, la infección con virus, como el virus de inmunodeficiencia humana, virus de la hepatitis B, virus de la 
hepatitis C, con parásitos como Plasmodium falciparum (agente causante de la malaria) o con bacterias como 15
mycobacterium tuberculosis.

Tal como se usa en el presente documento, el término "cáncer” pretende abarcar tumores sólidos primarios y 
metastásicos, incluidos carcinomas de mama, colon, recto, pulmón, orofaringe, hipofaringe, esófago, estómago, 
páncreas, hígado, vesícula biliar y conductos biliares, intestino delgado, riñón, vejiga, urotelio, tracto genital femenino 
(incluyendo cérvix, útero y ovario, así como coriocarcinoma y enfermedad trofoblástica gestacional), tracto genital 20
masculino (incluyendo próstata, vesículas seminales, testículos y tumores de células germinales), glándulas 
endocrinas (incluidas las glándulas tiroides, suprarrenales e hipofisarias), y la piel, así como hemangiomas, 
melanomas, sarcomas (incluidos los que se originan en los huesos y tejidos blandos, así como el sarcoma de Kaposi) 
y tumores del cerebro, nervios, ojos, tales como astrocitomas, gliomas, glioblastomas, retinoblastomas, neuromas, 
neuroblastomas, Schwannomas y meningiomas. El término cáncer también se relaciona con tumores procedentes de25
neoplasias malignas hematopoyéticas, así como las leucemias y los linfomas de Hodgkin y no Hodgkin.

Otro aspecto de la invención se refiere a un método para tratar el cáncer o una enfermedad infecciosa, que comprende 
administrar a un sujeto que lo necesite una cantidad de formato de unión a antígeno según las reivindicaciones.

Como se usa en el presente texto, el término “sujeto” denota un mamífero, tal como un roedor, un felino, un canino y 
un primate. Preferiblemente, un sujeto según la invención es un ser humano.30

El formato de unión a antígeno de la invención puede ser administrado en forma de composición farmacéutica, como 
se define a continuación.

Preferiblemente, los formatos de unión a antígeno de la invención se administran en una cantidad terapéuticamente 
efectiva.

La expresión "cantidad terapéuticamente efectiva" significa una cantidad suficiente de los ingredientes activos de la 35
invención para tratar el cáncer o la enfermedad infecciosa en una relación razonable de beneficio/ riesgo aplicable a 
cualquier tratamiento médico.

Se entenderá que el uso diario total de los formatos de unión a antígeno de la invención será decisión del médico 
asistente, dentro del alcance del criterio médico acertado. El nivel de dosis terapéuticamente efectiva, específico para 
cualquier sujeto en particular, dependerá de diversos factores que incluyen el trastorno que se está tratando y la 40
gravedad del trastorno; la actividad del compuesto específico empleado; la composición específica empleada, la edad, 
el peso corporal, el estado general, el sexo y la dieta del sujeto; el tiempo de administración, la vía de administración 
y la tasa de excreción de los formatos de unión a antígeno específicos empleados; la duración del tratamiento; 
fármacos utilizados en combinación o coincidentes con los formatos de unión a antígeno específicos empleados; y
otros tipos de factores bien conocidos en las artes médicas. Por ejemplo, está dentro de la experiencia de la técnica 45
iniciar dosis de los formatos de unión a antígeno a niveles inferiores a los requeridos para conseguir el efecto 
terapéutico deseado y aumentar gradualmente la dosis hasta que se haya logrado el efecto deseado.

Un planteamiento para la terapia y diagnóstico del cáncer también puede implicar el uso de un formato de unión a 
antígeno biespecífico según la invención, que tenga al menos un brazo que se une específicamente a un antígeno del 
cáncer y al menos otro brazo que se une específicamente a un hapteno de bajo peso molecular. En esta metodología, 50
se administra el formato de unión al antígeno de la invención y se le permite dirigirse al antígeno del cáncer, y por 
tanto al tumor. Algún tiempo después, se administra un hapteno de bajo peso molecular radiomarcado, que al ser 
reconocido por la segunda especificidad del formato de unión al antígeno, también se localiza en el tumor.
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En otra realización en particular, el formato de unión a antígeno según la invención puede actuar como un ligando 
para un receptor o canal celular. Por tanto, el formato de unión a antígeno según la invención puede representar un 
agonista, un agonista parcial o un antagonista para un receptor.

Métodos de diagnóstico y usos de la invención:

Los formatos de unión a antígeno de la invención pueden ser también particularmente adecuados para diagnosticar o 5
controlar una enfermedad. Dicha enfermedad puede ser una cualquiera y puede seleccionarse, por ejemplo, entre el 
grupo que consiste en cánceres y enfermedades infecciosas.

Un aspecto adicional de la invención describe uso de un formato de unión a antígeno de la invención para diagnosticar 
o controlar una enfermedad que puede seleccionarse entre el grupo que consiste en cánceres y enfermedades 
infecciosas.10

En una realización particular, los formatos de unión a antígeno de la invención pueden marcarse con una molécula o 
sustancia detectable, tal como una molécula fluorescente, una molécula radiactiva o cualquier otro marcador conocido
en la técnica. En la técnica se sabe que los marcadores proporcionan generalmente una señal (directa o 
indirectamente).

Como se usa en este documento, se entiende que el término "marcado”, en relación con el anticuerpo, abarca el 15
marcado directo del anticuerpo mediante el acoplamiento (es decir, la unión física) al anticuerpo de una sustancia 
detectable, como un agente radioactivo o un fluoróforo (p. ej., isotiocianato de fluoresceína (FITC) o ficoeritrina (PE) o 
indocianina (Cy5)), así como el etiquetado indirecto del anticuerpo por reactividad con una sustancia detectable.

Un formato de unión a antígeno de la invención puede marcarse con una molécula radiactiva por cualquier método 
conocido en la técnica. Por ejemplo, las moléculas radiactivas incluyen, pero no se limitan a ellas, átomos radiactivos 20
para estudios escintigráficos, como I123, I124, In111, Re186, Re188. Los formatos de unión a antígeno de la invención 
también pueden marcarse con una etiqueta de spin para imágenes de resonancia magnética nuclear (RMN) (también 
conocida como imagen de resonancia magnética, IRM), como yodo-123, yodo-131, indio-111, flúor-19, carbono-13, 
nitrógeno-15, oxígeno-17, gadolinio, manganeso o hierro.

Una "muestra biológica” abarca una variedad de tipos de muestras obtenidas de un sujeto y puede usarse en un 25
ensayo de diagnóstico o de seguimiento. Las muestras biológicas incluyen, pero no se limitan a ellas, muestras de 
sangre y otras muestras líquidas de origen biológico, muestras de tejido sólido, como especímenes de biopsias 
específicas o cultivos de tejidos o células derivadas de ellas, y su progenie. Por ejemplo, las muestras biológicas 
incluyen células obtenidas de una muestra de tejido obtenida de un individuo sospechoso de tener una enfermedad
cancerosa. Por lo tanto, las muestras biológicas abarcan muestras clínicas, células en cultivo, sobrenadantes 30
celulares, lisados celulares, suero, plasma, fluido biológico y muestras de tejido.

Los formatos de unión a antígeno de la invención pueden ser útiles para el estadiaje de enfermedades cancerosas
(por ejemplo, en radioimagen).

Composiciones farmacéuticas y kits de la invención:

La invención también se refiere a composiciones farmacéuticas que comprenden formatos de unión a antígeno de la 35
invención.

Por tanto, los formatos de unión a antígeno de las reivindicaciones pueden combinarse con excipientes 
farmacéuticamente aceptables y, opcionalmente, matrices de liberación sostenida tales como polímeros 
biodegradables, para formar composiciones terapéuticas.

"Farmacéuticamente" o "farmacéuticamente aceptables" se refiere a las entidades moleculares y composiciones que 40
no producen reacciones adversas, alérgicas u otra reacción inconveniente cuando se administran a un mamífero, 
especialmente a un ser humano, según corresponda. Un vehículo o excipiente farmacéuticamente aceptable se refiere 
a una carga no sólida, semisólida o líquida no tóxica, un diluyente, un material de encapsulación o un auxiliar de 
formulación de cualquier tipo.

La forma de las composiciones farmacéuticas, la vía de administración, la dosis y el régimen dependen naturalmente 45
de la afección a tratar, la gravedad de la enfermedad, la edad, el peso y el sexo del paciente, etc.

Las composiciones farmacéuticas de la invención pueden formularse para una administración tópica, oral, parenteral, 
intranasal, intravenosa, intramuscular, subcutánea o intraocular, y similares.

Preferiblemente, las composiciones farmacéuticas contienen vehículos que son farmacéuticamente aceptables para 
una formulación capaz de ser inyectada. Estos pueden ser en particular soluciones isotónicas, estériles, salinas 50
(fosfato monosódico o disódico, cloruro de sodio, potasio, calcio o magnesio y similares y mezclas de dichas sales), o 
secas, especialmente composiciones liofilizadas que, dependiendo del caso, la adición de agua esterilizada o solución 
salina fisiológica permite la constitución de soluciones inyectables.
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Las dosis utilizadas para la administración pueden adaptarse en función de diversos parámetros, y en particular en 
función del modo de administración utilizado, de la patología relevante o, alternativamente, de la duración deseada 
del tratamiento.

Para preparar composiciones farmacéuticas, una cantidad efectiva del formato de unión a antígeno puede disolverse 
o dispersarse en un vehículo o medio acuoso farmacéuticamente aceptable.5

Las formas farmacéuticas adecuadas para uso inyectable incluyen soluciones o dispersiones acuosas estériles; 
formulaciones, que incluyen aceite de sésamo, aceite de cacahuete o propilenglicol acuoso; y polvos estériles para la 
preparación extemporánea de soluciones o dispersiones inyectables estériles. En todos los casos, la forma debe ser 
estéril y debe ser fluida en la medida en que exista una capacidad de uso fácil de jeringas. Debe ser estable en las 
condiciones de fabricación y almacenamiento y debe conservarse contra la acción contaminante de los 10
microorganismos, tales como bacterias y hongos.

Las soluciones de los compuestos activos como base libre o sales farmacológicamente aceptables se pueden preparar 
en agua mezclada adecuadamente con un agente tensioactivo, como la hidroxipropilcelulosa. Las dispersiones pueden 
también prepararse en glicerol, polietilenglicoles líquidos y mezclas de los mismos, y en aceites. En condiciones 
normales de almacenamiento y uso, estas preparaciones contienen un conservante para prevenir el crecimiento de 15
microorganismos.

Un formato de unión a antígeno de la invención se puede formular en una composición en forma neutra o salina. Las 
sales farmacéuticamente aceptables incluyen las sales de adición de ácido (formadas con los grupos amino libres de 
la proteína), y que se forman con ácidos inorgánicos como, por ejemplo, ácidos clorhídrico o fosfórico, o ácidos 
orgánicos tales como acético, oxálico, tartárico, mandélico, y similares. Las sales formadas con los grupos carboxilo 20
libres también pueden derivarse de bases inorgánicas tales como, por ejemplo, hidróxidos de sodio, potasio, amonio, 
calcio o férrico, y bases orgánicas tales como isopropilamina, trimetilamina, histidina, procaína y similares.

El vehículo también puede ser un solvente o un medio de dispersión que contenga, por ejemplo, agua, etanol, poliol 
(por ejemplo, glicerol, propilenglicol y polietilenglicol líquido, y similares), mezclas adecuadas de los mismos, y aceites 
vegetales. La fluidez adecuada se puede mantener, por ejemplo, usando un recubrimiento como la lecitina, por el 25
mantenimiento del tamaño de partícula requerido en el caso de la dispersión y por el uso de tensioactivos. La
prevención de la acción de los microorganismos puede ser provocada por diversos agentes antibacterianos y 
antifúngicos, por ejemplo parabenos, clorobutanol, fenol, ácido sórbico, timerosal y similares. En muchos casos, será 
preferible incluir agentes isotónicos, por ejemplo azúcares o cloruro de sodio. La absorción prolongada de las 
composiciones inyectables se puede lograr mediante el uso en las composiciones de agentes que retardan la 30
absorción, por ejemplo monoestearato de aluminio y gelatina.

Las soluciones inyectables estériles se preparan incorporando la cantidad requerida de los compuestos activos en el 
solvente apropiado con algunos de los otros ingredientes enumerados anteriormente, según el caso, seguido de 
esterilización por filtración. En general, las dispersiones se preparan incorporando los diversos ingredientes activos 
esterilizados en un vehículo estéril que contiene el medio de dispersión básico y los otros ingredientes requeridos de 35
los enumerados anteriormente. En el caso de los polvos estériles para la preparación de soluciones inyectables 
estériles, los métodos de preparación preferidos son las técnicas de secado al vacío y liofilización que producen un 
polvo del ingrediente activo, más cualquier ingrediente adicional que se desee, de una solución del mismo sometida 
previamente a una filtración estéril.

También se contempla la preparación de soluciones más concentradas, o altamente concentradas, para inyección 40
directa, donde se contempla el uso de DMSO como disolvente para dar como resultado una penetración 
extremadamente rápida, que suministra altas concentraciones de los agentes activos a un área tumoral pequeña.

Tras la formulación, las soluciones se administrarán de una manera compatible con la formulación de dosificación y 
en una cantidad tal que sea terapéuticamente eficaz. Las formulaciones se administran fácilmente en una variedad de 
formas de dosificación, tales como el tipo de soluciones inyectables descritas anteriormente, pero también pueden 45
emplearse cápsulas de liberación de fármacos y similares.

Para administración parenteral en una solución acuosa, por ejemplo, la solución debe tamponarse adecuadamente, si 
es necesario, y el diluyente líquido debe primero hacerse isotónico con suficiente solución salina o glucosa. Estas 
soluciones acuosas particulares son especialmente adecuadas para administración intravenosa, intramuscular, 
subcutánea e intraperitoneal. En conexión con esto, los medios acuosos estériles que pueden emplearse serán 50
conocidos por los expertos en la técnica a la luz de la presente descripción. Por ejemplo, podría disolverse una dosis 
en 1 ml de solución isotónica de NaCl y añadirse a 1000 ml de líquido de hipodermoclisis o inyectarse en el lugar 
propuesto para la infusión (véase, por ejemplo, "Remington's Pharmaceutical Sciences” 15ª edición, páginas 1035-
1038 y 1570-1580). Alguna variación en la dosificación tendrá lugar necesariamente dependiendo de la condición del 
sujeto que se está tratando. La persona responsable de la administración determinará, en cualquier caso, la dosis 55
apropiada para el sujeto en concreto.

Los formatos de unión a antígeno de la invención pueden formularse dentro de una mezcla terapéutica para que 
comprenda de aproximadamente 0,0001 a 1,0 miligramos, o de aproximadamente 0,001 a 1,0 miligramos, o de 
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aproximadamente 0,01 a 1,0 miligramos, o de aproximadamente 0,1 a 1,0 miligramos o incluso aproximadamente 10 
miligramos por dosis. También se pueden administrar dosis múltiples.

Además de los compuestos formulados para administración parenteral, como la inyección intravenosa o intramuscular, 
otras formas farmacéuticamente aceptables incluyen, por ejemplo, comprimidos u otros sólidos para administración 
oral; cápsulas de liberación prolongada; y cualquier otra forma actualmente utilizada.5

En ciertas realizaciones, se contempla el uso de liposomas y/o nanopartículas para la introducción de formatos de 
unión a antígeno en células hospedadoras. La formación y el uso de liposomas y/o nanopartículas son conocidos por 
los expertos en la técnica.

Las nanocápsulas generalmente pueden atrapar compuestos de manera estable y reproducible. Para evitar los efectos 
secundarios debidos a la sobrecarga de polímeros intracelulares, tales partículas ultrafinas (con un tamaño 10
aproximado de 0,1 μm) se diseñan generalmente utilizando polímeros capaces de degradarse in vivo. Para su uso en 
la presente invención se contemplan nanopartículas biodegradables de polialquil-cianoacrilato que cumplen estos 
requisitos, y dichas partículas pueden obtenerse fácilmente.

Los liposomas se forman a partir de fosfolípidos que, una vez dispersados en un medio acuoso, forman 
espontáneamente vesículas bicapa concéntricas multilamelares (también denominadas vesículas multilamelares 15
(MLV)). Las MLV generalmente tienen diámetros que van desde 25 nm a 4 μm. La sonicación de MLV da como 
resultado la formación de pequeñas vesículas unilamelares (SUV) con diámetros en el margen de 200 a 500 Å, que 
contienen una solución acuosa en el núcleo. Las características físicas de los liposomas dependen del pH, la fuerza 
iónica y la presencia de cationes divalentes.

La invención también describe kits que comprenden al menos un formato de unión a antígeno de la invención. Los kits20
que contienen los formatos de unión a antígeno de la invención encuentran uso en métodos terapéuticos o ensayos 
de diagnóstico.

La invención se ilustrará más detalladamente mediante las figuras y ejemplos que siguen. Sin embargo, estos ejemplos 
y figuras no deben interpretarse en modo alguno como limitantes del alcance de la presente invención.

Figuras25

Figura 1: Representación de varios formatos de anticuerpo biespecíficos.

Figura 2: Experimentos de citometría de flujo demostrando una afinidad aparente más alta de anticuerpos biespecíficos 
bivalentes (bbsAb) frente a monovalentes (bsFab). CEA: células MC38-CEA CD16: células Jurkat-CD16.

Figura 3: Ensayos de citotoxicidad in vitro realizados por citometría de flujo utilizando células NK humanas y 
anticuerpos biespecíficos.30

Ejemplo:

Materiales y métodos

1/Construcción de los nuevos formatos

p501 (SEQ ID NO: 9): Inserción del gen sdAb 17 anti-CEA (Behar, G., Chames, P., Teulon, I., Cornillon, A., Alshoukr. 
F., Roquet, F., Pugniere, M., Teillaud, J.-L., Gruaz Guyon, A., Pelegrin, A. y Baty, D “Llama single domain antibodies 35
directed against non-conventional epitopes of tumor-associated carcinoembryonic antigen (CEA) absent from non-
specific cross-reacting antigen (NCA)”. FEBS J. 2009, 276, 3881 - 93) de pHen1-CEA17 (SEQ ID NO: 10) en p1 (SEQ
ID NO: 11) en el extremo C-terminal del dominio CH1 (sitio Not I):

PCR: 5 ng pHen1-CEA17 (SEQ ID NO: 10), 0.5 U Taq Polymerase Deep-vent (New England Biolabs), 10 μM de
cebador 5' Not VHH y cebador 3' Not VHH rev, 5 μL Tp 10X, 1 μl MgSO4 1 mM, 4 μl dNTP 2,5 mM, H2O hasta 50 µl, 40
94 ºC 3 min., 94 ºC 45 s., 60 ºC 45 s., 72 ºC 45 s. x 35 ciclos, 72 ºC 10 min.

Cebador 5 ' Not WHH Not

SEQ ID NO 1:

CCACGATTCTGCGGCCGCAGAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGG 

Cebador 3’ No VHH rev45

SEQ ID NO 2:

TTTTTGTTCTGCGGCCGCTGAGGAGACGGTGACCTGGG 
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El fragmento de PCR se purificó en gel de agarosa al 2% usando el kit NucleoSpin Extract II (Macherey-Nagel) y se 
eluyó en 50 μL de tampón NE.

La digestión de p1 (SEQ ID NO: 11) (5 μg) por Not I (50 U), 30 μL de tampón 3 10x, 30 μL de BSA 10 mg/ml, H2O 
hasta 300 μl 1 h a 37 ºC, seguido de desfosforilación usando 10 U de CIP (Biolabs), 30 min a 37 °C. El CIP se inactivó 
usando 9 μl de EDTA 0,5 M 1 h a 65 °C, se trató con fenol y se precipitó 16 h a -20 °C usando 1 volumen de NaOAc 5
0,3 M y 3 volúmenes de etanol al 96%, seguido de 10 min de centrifugación a 16.000 g, lavado del sedimento usando
750 µl de etanol al 70%. El sedimento seco se resuspendió en 20 μl de H2O.

Se digirió el fragmento de PCR (20 µl) utilizando NotI (100 U) (30 μl tampón 3 10X, 30 μl BSA 10 mg/ml, H2O hasta 
300 μl 1 h a 37 °C). Después del tratamiento con fenol, el fragmento de PCR digerido se precipitó a 16 °C y -20 °C 
usando 1 volumen de NaOAc 0,3 M y 3 volúmenes de etanol al 96%, seguido de centrifugación durante 10 min a 10
16.000 g, lavado del sedimento usando 750 µl de etanol al 70%. El sedimento seco se resuspendió en 20 μL de H2O.

Ligación: 120 ng del vector p1 (SEQ ID NO: 11 ) y 60 ng de fragmento de PCR utilizando 10 U de ligasa (Biolabs), 1
μl de tampón 10X, H2O hasta 10 μl, 1 h a temperatura ambiente, 10 min a 65 °C.

Tres μl de la ligación se sometieron a electroporación en 40 μl de células TG1 electrocompetentes. Las células se 
resuspendieron en 1 ml de SOC, 1 h a 37 °C, se agitaron a 180 rpm y se colocaron en discos de LB/ampicilina.15

Se realizaron dos (2) series de PCR de colonia en 48 colonias para verificar el evento de ligación.

PCR1: 

Cebador 5' M13 inversa

SEQ ID NO 3: 

CAGGAAACAGCTATGAC 20

y 

Cebador 3’ Hind III+40

SEQ ID NO 4:

GCTGAAAATCTTCTCTCATCCG

PCR2: 25

Cebador 5' Flag

SEQ ID. NO 5:

GCAGGTGATTACAAAGACGATG

y

Cebador 3’ Not VHH rev (SEQ ID NO: 2)30

(0,25 U Dynazyme II (Finnzyme), 2,5 μL de tampón 10X, 10 mM dNTP, H2O hasta 25 μL, 94 °C 3 min., 94 °C 45 s., 
60 °C 45 s., 72 °C 45 s. x 35 ciclos, 72 °C 10 min). 

Se sometieron a ensayo cuatro clones positivos en relación con la expresión: inducción 12 h a 30 ºC, IPTG 100 μM, 
carga de lisado celular en SDS-PAGE al 15% y transferencia Western utilizando 9E10-HRP diluido 1/100).

Se comprobaron las secuencias (Millegen).35

p514 (SEQ ID NO: 12): Inserción del fragmento NheI/HindIII de p501 (SEQ ID NO: 9) en p14 (SEQ ID NO: 13):

10 µg de cada vector se digirieron en 10 μl de tampón 2 10x , 10 μl de BSA (10 mg/ml) 20 U Nhel, 20 U de HindIII, 
H2O hasta 100 μl, 1 hora a 37ºC. Se desfosforiló p14 (SEQ ID NO: 13) y se resuspendió en TE (véase anteriormente).

Los fragmentos se purificaron en gel como se indicó anteriormente utilizando NucleoSpin Extract II (Macherey-Nagel) 
y se eluyeron con 25 µl de H2O Los fragmentos se ligaron y la ligación se electroporó como anteriormente.40

Se realizó PCR de colonias con los cebadores 5' sigpelbfor (SEQ ID NO 6: TACCTATTGCCTACGGCAGCC) y 3'
HindIII + 40 (SEQ ID NO 4), 0,25 U Dynazyme II (Finnzyme), 2,5 μl de tampón 10X, 4 μl dNTP 2,5 mM, H2O hasta 25
μl, 94 °C 3 min, 94 °C 1 min 30 s, 60 °C 1 min 30 s, 72 °C 1 min. 30 s. x 35 ciclos, 72 °C 10 min. Se analizaron cuatro 
clones positivos para determinar la expresión como antes, y se verificaron las secuencias (Millegen).
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p515 (SEQ ID NO: 14 ): Inserción del fragmento NheI/Hin dIII de p501 (SEQ ID NO: 9) en p15 (SEQ ID NO: 15):

Como para p514.

p1201 (SEQ ID NO: 16): Mutación del espaciador AAA a DKT en p501 (SEQ ID NO: 9):

QuikChange en p501 (SEQ ID NO: 9) usando 125 ng de cada cebador, 5 μl de tampón 10X, 4 μl de dNTP 2,5 U Pfu
Ultra (Stratagene), H2O hasta 50 μl, 95 °C, 1 min, 95 °C, 30 s, 55 °C, 1 min, 68 °C, 7 min, x 18 ciclos, añadir 40 U de 5
Dpn I.

Cebador 5' 1201 para 

SEQ ID NO: 7:

GTTGAGCCCAAATCTTGTGACAAAACTGAGGTGCAGCTGGTGG

Cebador 3' 1201rev10

SEQ ID NO 14:

CCACCAGCTGCACCTCAGTTTTGTCACAAGATTTGGCTCAAC

La transformación se realizó por electroporación en el DH5α utilizando 2 μl de producto QuikChange.

Se examinaron clones para determinar la expresión como antes y se comprobaron las secuencias.

p1214 (SEQ ID NO: 17): Inserción del fragmento Nhe I/HindIII de p1201 (SEQ ID NO: 16) en p14 (SEQ ID NO: 13):15

Digerir 1 μg de p14 (SEQ ID NO : 13) y 15 μg de p1201 (SEQ ID NO: 16) por NheI 20 U para p14 (SEQ ID NO: 8) y 
60 U para p1201 (SEQ ID NO: 16) y HindIII 20 U para p14 y 60 U para p1201 usando tampón 21X final H2O hasta 50
μl, 2 h a 37 °C, desfosforilar el vector 14 añadiendo 10 U de CIP, 30 min a 37 ºC, agregar 1,5 μl EDTA 0,5M, seguido 
de extracción con fenol, precipitar con etanol y resuspender en 20 μl de H2O.

Fragmento de purificación en gel de p1201 (SEQ ID NO: 16) usando NucleoSpin Extract II20

Ligación usando varias relaciones de vectores: insertar, usando 10 μl de Tampón 2X, 3 U T4 ADN ligasa (Promega), 
H2O hasta 50 μl, 15 min temperatura ambiente, 15 min a 65 °C, precipitado con etanol y resuspender en 4 µl de H2O.

Electroporación con 40 µl de DH5α utilizando 4 µl de ligación, poner en placa en discos Petri LB/Ampi de 100 µg/ml.

Los clones se ensayaron para determinar su expresión como antes y se comprobaron las secuencias.

p1215 (SEQ ID NO: 18): como para p1214 (SEQ ID NO: 17) pero usando p15 (SEQ ID NO: 15):25

2/Producción y purificación de Abs

2.1 Producción en E. coli

La cepa K12 E. coli DH5α se utilizó para la producción de Ab. En primer lugar, se inoculó una colonia única que 
contenía el plásmido de interés en 50 ml de medio LB suplementado con 100 μg/ml de ampicilina y 2% de glucosa. 
Las bacterias se cultivaron a 30 ºC y se agitaron a 205 rpm durante la noche. Cuatrocientos ml de medio LB 30
suplementado con 100 μg/ml de ampicilina se inocularon con el cultivo anterior para obtener una OD600nm de 0,1. Las 
bacterias se cultivaron a 30 °C durante 2 h 30, a continuación a 20 °C a una OD600nm de 0,8 - 1. La producción de Abs 
se indujo mediante la adición de IPTG 0,1 mM (isopropil--D-tiogalactopiranósido) durante 60 horas a 20 ºC.

2.2 Extracción de la fracción soluble del periplasma

Las células se recogieron mediante centrifugación a 1860 g durante 30 minutos a 4 °C. El sedimento se resuspendió35
vigorosamente en 4 ml de tampón TES frío pH 8,0 (Tris HCl 0,2 M pH 8, EDTA 0,5 mM, sacarosa 0,5 M) antes de 
agregar 1,6 mg de solución de lisosima recién preparada. A continuación, las células se sometieron a un choque 
osmótico mediante la adición de 8 ml de tampón TES frío y 8 ml de agua fría. Después de una incubación de 30 min
en hielo, se agregaron 250 µg de ADNasa I (Roche) y 250 µl de MgCl2 1 M y la mezcla se incubó adicionalmente 
durante 30 minutos a temperatura ambiente. La mezcla se centrifugó a 1860 g durante 1 hora a 4 °C. Después de la 40
adición de una tableta de un cóctel inhibidor de proteasa, Completo libre de EDTA (Roche) en 50 ml de sobrenadante, 
el sobrenadante se dializó durante 16 horas a 4 ºC contra un tampón de acetato de sodio 50 mM pH 7,0 que contenía 
NaCl 0,1 M.

2.3 Purificación de Abs

Purificación por cromatografía de afinidad con cobalto.45
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Después de la filtración en un filtro de 0,2 µm (Millipore), el sobrenadante se cargó en una columna de 2 ml BD Talon™ 
Metal Affinity (BD Biosciences Clontech) previamente equilibrada en un tampón de acetato sódico 50 mM pH 7,0 que 
contiene NaCl 0,1 M. La columna se lavó con 5 volúmenes de tampón de acetato sódico 50 mM, pH 7,0 que contenía 
NaCl 1 M, luego con 5 volúmenes de tampón de acetato de sodio 50 mM pH 7,0 que contenía NaCl 0,1 M. La elución 
se llevó a cabo por un gradiente de imidazol lineal (0 a 250 mM). El perfil de elución se siguió espectrofotométricamente 5
a 280 nm. Las fracciones purificadas se analizaron por SDS PAGE al 12% teñidas con azul de Coomassie y 
transferencia western utilizando un anticuerpo anti c-myc-HRP (1 μg/ml, Santa Cruz Biotechnologies) y un anticuerpo 
anti-flag-HRP (0,5 μg/ml Sigma).

Purificación por cromatografía de afinidad en Proteína G

Las fracciones que contenían Abs se agruparon, se dializaron frente a tampón de PBS (NaCl 137 mM, KCl 2,7 mM, 10
Na2HPO4 1,2 mM, 1,76 mM KH2PO4 pH 7,4) y se cargaron en una columna de Proteína G Hi-Trap de 1 ml (Amersham 
Biosciences). Después de lavar la columna con 5 volúmenes de PBS, los anticuerpos se eluyeron con un tampón de 
glicina HCl 0,1 M a pH 2,7 y se neutralizaron mediante la adición de 1/10 volúmenes de tampón Tris-HCl 1 M pH 9,0. 
El perfil de elución se siguió espectrofotométricamente a 280 nm. La purificación de Abs fue seguida por SDS PAGE 
al 12% teñido con azul de Coomassie y transferencia western. Las fracciones de interés se agruparon, se lavaron en 15
PBS y se concentraron en dispositivos Vivaspin (valor de corte 5 kDa, Millipore).

Las concentraciones de Ab se determinaron por el método colorimétrico de Lowry usando el kit de ensayo de proteínas 
Biorad. Los Abs se diluyeron con un volumen de glicerol y se almacenaron a -20 °C.

3/Experimentos de citometría de flujo

La unión de bsAb a CEA se evaluó utilizando células MC38-CEA. La unión de anticuerpos a CD16A se evaluó 20
utilizando células Jurkat-CD16A. Se distribuyeron células (5x105 células/pocillo) en una microplaca de 96 pocillos con 
fondo en V y se incubaron con diversas concentraciones de anticuerpos (0,82 a 200 nM) durante 1 hora a 4 °C. Todas 
las diluciones de células y anticuerpo se realizaron en BSA al 1% en PBS. Los anticuerpos unidos se tiñeron mediante
el anticuerpo 9E10 anti c-myc monoclonal de ratón (4 µg/ml, (Santa Cruz, Biotecnología) para la unión de CEA o el 
anticuerpo anti-flag M2 de ratón (1 μg/ml, Sigma) para la unión a CD16A, seguido de anticuerpo anti-ratón-FITC de 25
cabra F(ab')2 (7 μg/mL, Beckman Coulter). Después de varios lavados con BSA al 1% de PBS, las células marcadas 
se resuspendieron suavemente en 200 μl de BSA al 1% de PBS y se analizaron mediante citometría de flujo en un 
citómetro FACS Calibur (BD Biosciences). Los resultados se analizaron con los programas CellQuest Pro (BD 
Biosciences) o Flowjo (Treestart Inc.).

4/Ensayos de citotoxicidad in vitro30

4.1 Aislamiento de PBMC (Células mononucleares de sangre periférica)

Se recuperó una bolsa de sangre (400 ml) de un donante sano en el EFS (Etablissement Français du Sang, Marsella, 
Francia). La sangre se diluyó a la mitad en FCS al 1% en PBS y se distribuyó en tubos de separación de sangre (PAA) 
previamente rellenados con separación por gradiente (LSM 1077 Lymphocyte, PAA). Los tubos se centrifugaron 
durante 40 minutos a 400 g a temperatura ambiente sin aceleración y sin freno. Se recuperó el anillo opaco en la 35
interfase entre el plasma y la separación de gradiente que contenía PBMC. Las células se lavaron dos veces con FCS 
al 1% en PBS y se centrifugaron 20 minutos a 150 g a temperatura ambiente. Después se contaron las células en
células Malassez y se resuspendieron en FCS al 1% en DMSO, y se congelaron en nitrógeno o se usaron para ensayos 
posteriores.

4.2 Purificación de células NK40

La selección de células NK (Natural Killers: destructoras naturales) se realizó por agotamiento negativo utilizando el 
kit de aislamiento de células NK (Milteny Biotec) de PBMC de donantes sanos según las indicaciones de los 
fabricantes.

Cien millones de PBMC previamente aisladas se resuspendieron en 400 µl de tampón frío (BSA al 0,5% en PBS EDTA
2 mM). Las células se incubaron con 100 µl de un cóctel de anticuerpos: cóctel de anticuerpos con células NK de 45
biotina, 10 minutos en hielo. Después de la adición de 300 μl de tampón frío, las células se incubaron con 200 μl de 
perlas magnéticas: microperlas de cóctel de células NK, 15 minutos en hielo. Las células se lavaron entonces con 10 
ml de tampón y luego se resuspendieron en 500 µl de tampón. La suspensión celular se cargó en la columna MACS
LS puesta en un campo magnético de un Separador MAC y se lavó con 9 ml de tampón. Las células NK sin marcar 
se recogieron, se contaron y se resuspendieron en medio de cultivo RPMI 10% FCS.50

4.3 Ensayo de citotoxicidad por citometría de flujo

El ensayo de citotoxicidad por citometría de flujo cuantifica la lisis de células diana positivas para CEA inducida por 
células CD16+ como las células NK de donantes sanos bajo la acción de bsAb.

4.4 Marcaje de células diana con CFSE
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Cinco millones de células diana CEA+ (MC38-CEA) se lavaron dos veces en BSA al 1% en PBS antes de la adición 
de CFSE (éster succinimidil carboxifluoresceína) a una concentración final de 5 µM en 1 ml de BSA al 1% en PBS 
durante 10 min en baño de agua a 37 °C. La reacción se detuvo luego añadiendo un exceso de BSA en PBS al 1%
frío. Las células se lavaron dos veces en medio de cultivo de FCS al 10% en RPMI.

Se incubaron células diana marcadas con CFSE (20.000 células en 100 μL por pocillo) con diversas concentraciones 5
de anticuerpos (1.000 pM a 0,01 pM). Cada punto se hizo por triplicado. Las células NK recién aisladas de PBMC se 
añadieron después a una relación efector/diana de 10/1. La placa se centrifugó a 560 g durante 30 s y se incubó a 37
ºC durante 12 h.

Las células se recuperaron y se lavaron dos veces en BSA al 1% en PBS y se incubaron durante 5 minutos con 100
μl de 2 nM To-pro3. Después de la adición de 100 μl de BSA al 1% en PBS, las muestras se analizaron mediante 10
citometría de flujo (FACS Calibur, BD Biosciences). La lisis de las células diana se midió posteriormente por la 
liberación de un marcador intracelular mediante un contador de centelleo o espectrofotometría. Las células objetivo 
muertas se identificaron como células CFSE+ /To-pro 3+.

% de lisis = (% Diana+NK+Ab - % Diana+NK)/(100 - % Diana+NK) x100.

Resultados:15

La modularidad de los anticuerpos de dominio único combinado con el uso del motivo de heterodimerización humana 
constituido por los dominios CH1/Cκ permite la eficiente generación de anticuerpos recombinantes multivalentes y/o 
multiespecíficos. Anteriormente, los autores de la presente invención han demostrado la posibilidad de producir 
constructos monovalentes biespecíficos activos denominados bsAb (véanse la Figura 1 y el documento 
WO/2006/064136) que permiten la eficiente reorientación y activación de células efectoras tales como células NK 20
humanas y macrófagos hacia células tumorales, lo que lleva a su lisis.

En estos constructos, los sdAbs se unieron a las extremidades N-terminales de los dominios CH1 y Cκ por sus 
extremidades C-terminales. En este trabajo, los autores querían establecer la posibilidad de enlazar el extremo N-
terminal del sdAb al término C del dominio CH1 para crear moléculas biespecíficas multivalentes. Así se construyeron 
varias moléculas correspondientes a la adición de un dominio anti-CEA al formato bsAb original. El término N de sdAbs 25
se encuentra en la punta del dominio, es decir, próximo a la interfase de unión al antígeno. Para evitar posibles choques 
estéricos, se investigó el efecto de la adición de pequeños espaciadores (3 residuos, AAA o DKT). Una representación 
de estos diversos formatos nuevos se muestra en la Figura 1.

Todas estas moléculas se produjeron en el periplasma de E. coli para permitir una formación adecuada de uniones
disulfuro dentro de cada dominio de Ig y se purificaron después de la extracción del periplasma utilizando un 30
procedimiento de dos etapas común, es decir, cromatografía de afinidad con metales seguida de purificación con
proteína G.

Dos de las nuevas moléculas, es decir, 1214 (SEQ ID NO: 25 y SEQ ID NO: 26) y 1215 (SEQ ID NO: 27 y SEQ ID 
NO: 28) se compararon con sus moléculas originales monovalentes (14 y 15) elegidas para demostrar un efecto de 
avidez debido a la adición de un dominio anti-CEA extra, utilizando citometría de flujo en células diana CEA+.35

La Figura 2 muestra claramente que los constructos bivalentes 1214 y 1215 dieron señales más altas que sus 
moléculas originales, especialmente a baja concentración. En conjunto, estos resultados demuestran que el dominio 
único añadido en el término C de CH1 puede acceder y unir eficazmente su antígeno mostrado en la superficie de la 
célula.

La capacidad de estas nuevas moléculas para reorientar las células efectoras hacia las células diana CEA+ se 40
demostró utilizando un ensayo de citotoxicidad in vitro basado en citometría de flujo. Las células diana CEA+ se 
marcaron con fluorescencia usando CFSE y se mezclaron con células NK humanas en una relación efector: diana de 
10:1 en presencia de varias concentraciones de moléculas biespecíficas monovalentes (14 y 15) o bivalentes (1214 y 
1215). Como se muestra en la figura 3, todas las moléculas mostraron una actividad similar en este ensayo con valores 
de EC50 en el margen pM.45
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LISTADO DE SECUENCIAS

<110> INSERM

<120> Formatos de unión a antígeno para uso en tratamientos terapéuticos o ensayos diagnósticos 5

<130> BIO09484 BATY/MC

<160> 30
10

<170> PatentIn versión 3.3

<210> 1
<211> 42
<212> ADN15
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador 5' Not VHH

20
<400> 1
ccacgattct gcggccgcag aggtgcagct ggtggagtct gg 42

<210> 2
<211> 3825
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador 3' Not VHH rev30

<400> 2
tttttgttct gcggccgctg aggagacggt gacctggg 38

<210> 335
<211> 17
<212> ADN
<213> Artificial

<220>40
<223> Cebador 5' M13 Inversa

<400> 3
caggaaacag ctatgac 17

45
<210> 4
<211> 22
<212> ADN
<213> Artificial

50
<220>
<223> Cebador 3' Hind III+40

<400> 4
gctgaaaatc ttctctcatc cg 2255

<210> 5
<211> 22
<212> ADN
<213> Artificial60

<220>
<223> Cebador 5' Flag

<400> 565
gcaggtgatt acaaagacga tg 22
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<210> 6
<211> 21
<212> ADN
<213> Artificial5

<220>
<223> Cebador 5' sigpelbfor

<400> 610
tacctattgc ctacggcagc c 21

<210> 7
<211> 43
<212> ADN15
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador 5' 1201for

20
<400> 7
gttgagccca aatcttgtga caaaactgag gtgcagctgg tgg 43

<210> 8
<211> 4325
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador 3' 1201rev30

<400> 8
ccaccagctg cacctcagtt ttgtcacaag atttgggctc aac 43

<210> 935
<211> 6536
<212> ADN
<213> Artificial

<220>40
<223> p501

<400> 9

45
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<210> 10
<211> 4848
<212> ADN5
<213> Artificial

<220>
<223> pHen1-CEA17

10
<400> 10
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<210> 115
<211> 6167
<212> ADN
<213> Artificial

10
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<220>
<223> p1

<400> 11
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<210> 12
<211> 7246
<212> ADN5
<213> Artificial

<220>
<223> p514

10
<400> 12
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<210> 13
<211> 6877
<212> ADN5
<213> Artificial

<220>
<223> p14

10
<400> 13
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<210> 14
<211> 7237
<212> ADN5
<213> Artificial

<220>
<223> p515

10
<400> 14
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<210> 15
<211> 6868
<212> ADN5
<213> Artificial

<220>
<223> p15

10
<400> 15
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<210> 165
<211> 6536
<212> ADN
<213> Artificial
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<220>
<223> p1201

<400> 165
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<210> 17
<211> 7246
<212> ADN5
<213> Artificial

<220>
<223> p1214

10
<400> 17
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<210> 18
<211> 7237
<212> ADN5
<213> Artificial

<220>
<223> p1215

10
<400> 18
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<210> 19
<211> 107
<212> PRT5
<213> Artificial

<220>
<223> 501-L

10
<400> 19
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<210> 20
<211> 226
<212> PRT5
<213> Artificial

<220>
<223> 501-H

10
<400> 20
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<210> 21
<211> 227
<212> PRT5
<213> Artificial

<220>
<223> 514-L

10
<400> 21
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<210> 22
<211> 348
<212> PRT5
<213> Artificial

<220>
<223> 514-H

10
<400> 22
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<210> 235
<211> 227
<212> PRT
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<213> Artificial

<220>
<223> 515-L

5
<400> 23

10
<210> 24
<211> 345
<212> PRT
<213> Artificial

15
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<220>
<223> 515-H

<400> 24

5
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<210> 25
<211> 227
<212> PRT5
<213> Artificial

<220>
<223> 1214-L

10
<400> 25
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<210> 26
<211> 348
<212> PRT5
<213> Artificial

<220>
<223> 1214-H

10
<400> 26
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<210> 27
<211> 227
<212> PRT5
<213> Artificial

<220>
<223> 1215-L

10
<400> 27
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<210> 28
<211> 345
<212> PRT5
<213> Artificial

<220>
<223> 1215-L

10
<400> 28
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<210> 295
<211> 3
<212> PRT
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<213> Artificial

<220>
<223> espaciador AA

5
<400> 29

<210> 30
<211> 310
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> espaciador DKT15

<400> 30

20
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REIVINDICACIONES

1. Un formato de unión a antígeno que consiste en:

- una primera proteína de fusión en la que el dominio constante CH1 de un anticuerpo está fusionado
i) por su extremo N-terminal al extremo C-terminal de un anticuerpo de dominio único y ii) por su 
extremo C-terminal al extremo N-terminal de un anticuerpo de dominio único, en donde el dominio 5
constante CH1 de la primera proteína de fusión está fusionado por su extremo C-terminal al extremo 
N-terminal de un anticuerpo de dominio único a través del espaciador DKT y,

- una segunda proteína de fusión en la que el dominio constante CL de un anticuerpo está fusionado 
por su extremo N-terminal con el extremo C-terminal de un anticuerpo de dominio único.

2. El formato de unión a antígeno según la reivindicación 1, en el que dicho dominio CL es de una cadena ligera 10
lambda (λ) o kappa (κ).

3. El formato de unión a antígeno según cualquiera de las reivindicaciones precedente, en el que dicho dominio CH1 
es de una IgG, tal como IgG1, IgG2, IgG3 o IgG4, o de una IgA, IgD, IgE o IgM.

4. El formato de unión a antígeno según cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde el anticuerpo de 
dominio único es específico para una molécula reguladora de una célula inmunitaria o para un antígeno del cáncer.15

5. El formato de unión a antígeno según cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que consiste en

- una primera proteína de fusión que consiste en un dominio constante CH1 de un anticuerpo 
fusionado directamente por su extremo N-terminal al extremo C-terminal de un anticuerpo de dominio 
único, y fusionado a través del espaciador DKT por su extremo C-terminal al extremo N-terminal de 
un anticuerpo de dominio único y, 20

- una segunda proteína de fusión que consiste en un dominio CL de un anticuerpo fusionado
directamente por su extremo N-terminal al extremo C-terminal de un anticuerpo de dominio único.

6. El formato de unión a antígeno según cualquiera las reivindicaciones precedentes, que es mono-, bi- o tri-específico 
hacia el antígeno.

7. El formato de unión a antígeno según la reivindicación 6, en el que dos anticuerpos de dominio único son específicos 25
para un antígeno de cáncer y el último anticuerpo de dominio único es específico para una molécula reguladora de 
células inmunes.

8. El formato de unión a antígeno según la reivindicación 6, en el que el primer anticuerpo de dominio único es 
específico para un antígeno de cáncer, el segundo anticuerpo de dominio único es específico para una primera 
molécula reguladora de las células inmunitarias, y el tercer anticuerpo de dominio único es específico para una 30
segunda molécula reguladora de células inmunitarias.

9. Una molécula de ácido nucleico que codifica un formato de unión a antígeno según cualquiera de las 
reivindicaciones precedentes.

10. Un vector que comprende una molécula de ácido nucleico según la reivindicación 9.

11. Una célula hospedadora procariota o eucariota transformada genéticamente con al menos una molécula de ácido 35
nucleico según la reivindicación 9 o un vector según la reivindicación 10.

12. Un método para producir un formato de unión a antígeno según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, que 
comprende las etapas que consisten en: (i) cultivar una célula hospedadora transformada según la reivindicación 11 
bajo condiciones adecuadas para permitir la expresión de dicho formato de unión a antígeno; y (ii) recuperar el formato 
de unión a antígeno expresado.40

13. Una composición farmacéutica que comprende un formato de unión a antígeno según cualquiera de las 
reivindicaciones 1 a 8.

14. El formato de unión a antígeno según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 para su uso como medicamento.
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