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ES 2549 128 T3

DESCRIPCION
Proteinas de fusién, usos de las mismas y procesos para producir las mismas.

La presente invencion se refiere a una proteina de fusion de acuerdo con la reivindicacion 1 de la presente
invencion, una composicién de acuerdo con la reivindicacion 2 de la presente invencién, una construccién de acido
nucleico de acuerdo con la reivindicacion 3 de la presente invencion, un vector de acuerdo con la reivindicacion 4 de
la presente invencién, una célula transformada de acuerdo con la reivindicacion 5 de la presente invencién, una
preparacion aislada de cuerpos de inclusion expresados por bacterias de acuerdo con la reivindicacion 6 de la
presente invencion, un proceso para producir una proteina de fusion de acuerdo con la reivindicacion 7 de la
presente invencion.

De acuerdo con la teoria de vigilancia inmunoldgica actual, el sistema inmune continuamente localiza y destruye
células transformadas. Sin embargo, algunas células escapan de una respuesta inmunolégica aparentemente eficaz
y en consecuencia se convierten en tumores (1-4). La evasion tumoral de la respuesta inmunolégica es un fenémeno
bien establecido demostrado en numerosos estudios y estd causado por una amplia variedad de mecanismos
sugeridos (1-4). Entre estos mecanismos se encuentran: la produccion de citocinas supresoras, la pérdida de
péptidos inmunodominantes, la resistencia a mecanismos de eliminacién (apoptosis) y la pérdida de CMH de clase |
(1-4). Uno de los mecanismos de evasion que muestra estar fuertemente correlacionado con la progresién tumoral
es la pérdida o regulacion descendente de moléculas CMH de clase I. Este mecanismo de invasién es abundante en
muchos tumores y puede resultar de varias mutaciones diferentes. Varios estudios revelaron puntos débiles en la
ruta de carga y presentacion de CMH de clase |, incluyendo pérdida de beta-2-microglobulina, mutaciones
TAP1/TAP2, mutaciones LMP, pérdida de heterocigosidad en los genes CMH, y regulacién descendente de alelos
CMH especificos.

Las estrategias de inmunoterapia contra el cancer actuales emplean tipicamente las dos ramas del sistema inmune:
los sistemas humoral y celular. En el primero, la inyeccion sistémica de anticuerpos monoclonales de alta afinidad
(mAbs) dirigidos contra antigenos asociados con el tumor de superficie celular ha demostrado actividad anti-tumoral
estadisticamente significativa en ensayos clinicos (5, 6). Ademas, los mAbs anti-tumorales que llevan efectores,
tales como citocinas o toxinas, estan siendo evaluados actualmente en ensayos clinicos (7). El segundo enfoque
principal para la inmunoterapia contra el cancer especifico emplea el brazo celular del sistema inmune,
principalmente los linfocitos T citotoxicos CD8+. Se estan usando actualmente dos estrategias principales para
aumentar la eficacia anti-tumoral del brazo celular del sistema inmune: (1) inmunizacién activa de pacientes con
péptidos conocidos por ser reconocidos por los linfocitos T, y (ii) terapias de transferencia adoptiva que permiten la
seleccidn, activacién y expansién de sub-poblaciones de linfocitos T altamente reactivos con una mejor potencia
anti-tumoral. En el primer enfoque, los péptidos restringidos por CMH obtenidos a partir de antigenos asociados con
tumor identificados recientemente (tales como gpl100, el grupo MAGE, NY-ESO-1) se usan para vacunar pacientes.
Estos péptidos derivados de antigeno especifico de tumor son altamente especificos debido a su expresion
exclusiva en tejidos especificos (8-11). La segunda estrategia, transferencia de células adoptiva, recientemente ha
mostrado resultados impresionantes en pacientes con melanoma metastasico en los que los linfocitos T reactivos a
tumor altamente seleccionados contra diferentes antigenos de diferenciacion auto-derivados sobre-expresados se
aislaron, se consumieron ex vivo y se introdujeron de nuevo en los pacientes. En este enfoque se demostraron una
repoblacién clonal persistente de linfocitos T, proliferacion in vivo, actividad funcional, y trafico a sitios de tumor (12-
14).

Un nuevo enfoque inmunoterapéutico presentado recientemente aprovecha dos areas bien establecidas: (i) la
eficacia conocida de los linfocitos T citotoxicos CD8+ en la eliminacion de células que presentan complejos
CMH/péptidos altamente inmunogénicos, y (ii) los antigenos de superficie celular especificos de tumor dirigidos a
través de fragmentos recombinantes de anticuerpos, principalmente fragmentos Fv de cadena sencilla (scFvs). Este
enfoque utiliza una proteina de fusion recombinante compuesta de dos entidades funcionalmente distintas: (i) una
molécula CMH de clase | de cadena sencilla que lleva un tumor altamente inmunogénico o péptido derivado de un
virus, y (ii) un fragmento scFv de alta afinidad, especifico de tumor (15). Varios grupos han mostrado previamente
que un péptido CMH biotinilado multimerizado en estreptavidina o complejos de péptido de matriz de influenza
(FIu)HLA-A2 monomeérico acoplados a través de conjugacidon quimica a anticuerpos especificos de tumor podra
inducir la lisis mediada por linfocitos T in vitro de células tumorales revestidas (16-20). Sin embargo, estos enfoques
utilizan conjugacién quimica y usan anticuerpos completos o fragmentos mas grandes, por ejemplo fragmentos Fab.
Sin embargo, la produccién y homogeneidad a causa de la estrategia de acoplamiento, asi como la capacidad de
penetracion tumoral son limitadas debido al gran tamafio de dichas moléculas. Lev y col. describen una fusion
genética creada entre HLA-A2 recombinante de cadena sencilla y scFv especificos de tumor. Se mostré que estas
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fusiones son funcionales in vitro e in vivo, siendo capaces de inducir especificamente el linfocito T mediado en lisis in
vitro e in vivo de células tumorales revestidas por diana (15). La estabilidad de la nueva molécula quimérica es
altamente dependiente de la presencia del péptido en el surco de CMH. Por lo tanto, la disociacion del péptido del
dominio scHLA-A2 de la molécula quimérica puede deteriorar su estabilidad. Oved y col. abordan este problema
construyendo nuevas moléculas quiméricas en las que el péptido se conecta a la construccion scHLA-A2/scFv a
través de un enlazador corto. Esta nueva proteina de fusion se ensayé para evaluar su actividad bioguimica y
biolégica in vitro (21).

Existe una necesidad ampliamente reconocida de una nueva proteina de fusién que pueda mantener su actividad
dual: unir células diana de tumor a través del resto scFv, asi como mediar una citotoxicidad potente, eficaz y
especifica a través del reclutamiento de linfocitos T CD8+ cuya especificidad se gobierna por el péptido restringido
por HLA-A2 unido covalentemente.

El brazo efector de linfocitos T citotdéxicos (CTL) CD8+ restringido por CMH de clase | de la respuesta inmune
adaptativa estd mejor equipado para reconocer las células tumorales como extrafias e iniciar la cascada de eventos
gue dan como resultado la destruccion tumoral. Sin embargo, los tumores han desarrollado estrategias sofisticadas
para escapar de mecanismos efectores inmunes, de los cuales el mejor estudiado es la regulacién descendente de
moléculas CMH de clase | que presentan los antigenos reconocidos por los CTL.

Para superar la limitacién de los enfoques previos y desarrollar nuevos enfoques para inmunoterapia, se construy6
una molécula recombinante en la que una CMH de cadena sencilla se dirige especificamente a las células tumorales
a través de su fusion a fragmentos de anticuerpos recombinantes especificos de cancer o un ligando que se une a
receptores expresados por células tumorales.

KFIR OVED vy col. se refieren a «antibody-mediated targeting of human single-chain class | MHC with covalently
linked peptides inducing efficient killing of tumor cells by tumor or viral-specific cytotoxic T lymphocytes», cancer
immunology, immunotherapy, Springer, Berlin, Al., vol. 54, N° 9, 1 de septiembre de 2005, paginas 867-879.

Hassan R y col. se refieren a "Mesothelin: a new target for immunotherapy", clinical cancer research, the American
association for cancer research, Estados Unidos, vol. 10, N° 12, parte 01, 15 de junio de 2004, paginas 3937-3942.

La proteina de fusion de la presente invencion se define en la reivindicacion 1, la composicion de la presente
invencion se define en la reivindicacion 2, la construcciéon de acido nucleico de la presente invencion se define en la
reivindicacion 3, el vector de la presente invencién se define en la reivindicacion 4, la célula transformada de la
presente invencion se define en la reivindicacion 5, la preparacién aislada de cuerpos de inclusion expresados por
bacterias de la presente invencion se define en la reivindicacion 6, el proceso para producir una proteina de fusién
de la presente invencion se define en la reivindicacion 7.

Esta invencién proporciona una proteina de fusién que comprende aminoacidos consecutivos que, comenzando en
el extremo amino de la proteina, corresponden a aminoacidos consecutivos presentes en (i) un péptido restringido
por CMH humano de citomegalovirus, (ii) un primer enlazador peptidico, (iii) una -2 microglobulina humana, (iv) un
segundo enlazador peptidico, (v) una cadena HLA-A2 de una molécula CMH de clase | humana, (vi) un tercer
enlazador peptidico, (vii) una region variable de una cadena pesada de un fragmento scFv de un anticuerpo, y (viii)
una region variable de una cadena ligera de tal fragmento scFv, en la que los aminoacidos consecutivos que
corresponden a (vii) y (viii) se unen juntos directamente por un enlace peptidico o por aminoacidos consecutivos que
corresponden a un cuarto enlazador peptidico, y el fragmento scFv se obtiene a partir de un anticuerpo que se une
especificamente a mesotelina.

Esta divulgacion también proporciona composiciones que comprenden la proteina de fusién y un vehiculo.

Esta divulgacion proporciona adicionalmente una construccion de acido nucleico que codifica una proteina de fusion
gue comprende aminoacidos consecutivos que, comenzando en el extremo amino de la proteina, corresponden a los
aminoacidos consecutivos presentes en (i) un péptido restringido por CMH humano de citomegalovirus, (i) un primer
enlazador peptidico, (iii) una -2 microglobulina humana, (iv) un segundo enlazador peptidico, (v) una cadena HLA-
A2 de una molécula CMH de clase | humana, (vi) un tercer enlazador peptidico, (vii) una region variable de una
cadena pesada de un fragmento scFv de un anticuerpo, y (viii) una region variable de una cadena ligera de tal
fragmento scFv, en la que los aminoacidos consecutivos que corresponden a (vii) y (viii) se unen juntos directamente
por un enlace peptidico o por aminoacidos consecutivos que corresponden a un cuarto enlazador peptidico, y el
fragmento scFv se obtiene a partir de un anticuerpo que se une especificamente a mesotelina.
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Esta divulgacién aun proporciona adicionalmente una preparacion aislada de cuerpos de inclusion expresados por
bacterias que comprenden mas del 30 por ciento en peso de una proteina de fusiéon de acuerdo con la invencion.

Esta divulgacion también proporciona un proceso para producir una proteina de fusiéon que comprende cultivar una
célula transformada que comprende la proteina de fusiéon, de manera que la proteina de fusidon se exprese, y
recuperar la proteina de fusion expresada de este modo.

Como una molécula ejemplar de la presente invencién, una molécula CMH de cadena sencilla compuesta por 3,
microglobulina fusionada a los dominios al, a2 y a3 de HLA-A2 a través de un enlazador peptidico corto (15
aminoacidos) se fusiond al scFv SS1 que se dirige a mesotelina. Para construir una proteina de fusién con péptido
unido covalentemente, un péptido de 9 aminoacidos obtenido de la proteina CMV pp65 NLVPMVATV (SEC ID NO:
4) se fusiond al extremo N de la proteina de fusion scHLA-A2/SS1 (scFv) a través de un enlazador de 20
aminoacidos GGGGSGGGGSGGGGSGGGGS (SEC ID NO: 6). La proteina de fusion se expres6 en E. coli y las
moléculas funcionales se produjeron por repliegue in vitro en presencia de CMV/scHLA-A2/SS1 (scFv). Los estudios
de citometria de flujo revelaron la capacidad de decorar células tumorales humanas negativas a HLA-A2, positivas a
antigeno con complejos HLA-A2-péptido de una manera que era completamente dependiente de la especificidad del
fragmento de anticuerpo dirigido. De manera mas importante, el revestimiento mediado por CMV/scHLA-A2/SS1
(scFv) de las células tumorales diana las hace susceptibles para lisis mediada por CTL especifica de péptido CMV,
restringida por HLA-A2 especifica y eficiente. Estos resultados demuestran que la direccion especifica de antigeno
tumoral guiada por anticuerpo de complejos CMH-péptido en tumorales pueden hacerlas susceptibles a, y potenciar,
la eliminacion de CTL. Este nuevo enfoque abre ahora el camino para el desarrollo de nuevas estrategias
inmunoterapéuticas basadas en la direccion de anticuerpos de ligandos CMH consanguineos naturales y
mecanismos citotoxicos basados en CTL.

Junto con la presente invencion, se desarrollé una nueva estrategia para re-dirigir complejos CMH de clase I-péptido
sobre la superficie de células tumorales de una forma que es independiente del grado de expresién de CMH de
clase | por las células tumorales diana. Para este fin, en una realizacion de la presente invencién, se emple6 una
molécula con dos grupos. Un grupo, el resto dirigido, comprende fragmentos recombinantes especificos de tumor de
anticuerpos dirigidos al tumor o antigenos de diferenciacion que se han usado durante muchos afos para dirigir
radioisotopos, toxinas o farmacos a células cancerosas. El segundo grupo efector es una molécula CMH de cadena
sencilla (scMHC) compuesta por [3>-microglobulina humana enlazada a los tres dominios extracelulares de la cadena
pesada HLA-A2 (24, 25, documento WO 01/72768). Conectando los genes que codifican dos grupos en un Unico
gen recombinante y que expresan el gen, la nueva molécula se expresa eficazmente en E. coli y se produce, por
ejemplo, por repliegue in vitro en presencia de péptidos HLA-A2-CMV. Este enfoque, como se describe en el
presente documento, hace a las células tumorales diana susceptibles a lisis por linfocitos T citotoxicos sin considerar
su nivel de expresion de CMH y, por lo tanto, se puede emplear como un nuevo enfoque para potenciar la inmunidad
anti-tumoral mediada por CTL. Este nuevo enfoque conducira al desarrollo de una nueva clase de agentes
terapéuticos recombinantes capaces de aniquilar y eliminar de forma selectiva células tumorales utilizando ligandos
de CMH consanguineos naturales y mecanismos citotdxicos basados en CTL.

Breve descripcion de las figuras

Figuras 1A-B

Representacion esquematica de scHLA-A2/SS1 (scFv) y un pep(CMV)/scHLA-A2/SS1 (scFv) (Compuesto
A). La figura 1A ilustra el extremo C de la scHLA-A2 fusionada al extremo N de SS1 (scFv) a través de un
enlazador de 4 aminoécidos.

La figura 1B ilustra que el péptido CMV pp65, es decir NLVPMVATV (SEC ID NO: 4) se fusioné al extremo
N de scHLA-A2/SS1 (scFv) a través de un enlazador de 20 aminoacidos GGGGSGGGGSGGGGSGGGGS
(SEC ID NO: 6).

Figura 2

Secuencia de acidos nucleicos que codifica el Compuesto A.

Figura 3A-B

Expresion y purificacién del Compuesto A.

La figura 3A muestra el andlisis SDS/PAGE de cuerpos de inclusién aislados.

La figura 3B muestra el analisis SDS/PAGE del Compuesto A después de la purificacion por cromatografia
de intercambio i6nico.

Figura 4

Unién del Compuesto A a mesotelina recombinante.
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La mesotelina se inmovilizé en inmuno-placas y la unidon dependiente de la dosis del Compuesto A se
controld por mAb W6 sensible a conformacion (33, 34).

Figuras 5A-D

Unién del Compuesto A a células que expresan mesotelina.

Las figuras 5A-B demuestran el andlisis de citometria de flujo de la unién del Compuesto A a células
A431K5 negativas a HLA-A2, positivas a mesotelina y células A431 negativas a HLA-A2, negativas a
mesotelina. La figura 5A muestra la union de mAb K1 (31, 32) a células A431KS5, y la figura 5B muestra la
ausencia de union de mAb K1 a células A431. La figura 5C muestra la union del Compuesto A a células
A431K5, y

la figura 5D muestra la ausencia de union del Compuesto A a células A431. La unién se controlé usando
anticuerpos especifico de anti-HLA-A2 BB7.2 (35) y un anticuerpo secundario marcado con FITC.

Figuras 6A-B

Potenciacion de lisis mediada por CTL de células tumorales negativas a HLA-A2 por el Compuesto A. En la
figura 6A, las células A431K5 transfectadas con mesotelina y las células A431 negativas a mesotelina
parentales se incubaron con el Compuesto A (10 ug) y los CTL especificos de CMV en un ensayo de
liberacion de [Sas]metionina. La figura 6B demuestra la actividad dependiente de la dosis del Compuesto A
cuando las células A431K5 transfectadas con mesotelina y las células A431 negativas a mesotelina
parentales se incubaron con diferentes concentraciones del Compuesto A y CTL especificos de CMV en un
ensayo de liberacion de [S*] metionina.

Figura 12

Potenciacion de lisis mediada por CTL de células tumorales negativas a HLA-A2 por el Compuesto B y el
Compuesto A. Las células A431K5 transfectadas con mesotelina y las células A431 negativas a mesotelina
parentales se incubaron con diferentes concentraciones de Compuesto B o Compuesto A y con CTL
especificos de CMV en un ensayo de liberacion de [S3S]meti0nina. La figura muestra los resultados de la
incubacién del Compuesto A con células A431K5, la incubacion del Compuesto B con células A431KS5, la
incubacién del Compuesto A con células A431, y la incubacion del Compuesto B con células A431.

Figuras 13A-B

Representaciéon esquematica de scHLA-A2/SS1 (scFv) y M1cov/scHLA-A2/SS1 (scFv).

La figura 13A muestra el extremo C de la scHLA-A2 fusionado al extremo N de scFv a través de un
enlazador de 4 aminoacidos.

La figura 13B muestra el péptido M158-66 fusionado al extremo N de scHLA-A2/SS1 (scFv) a través de un
enlazador de 15 aminoacidos GGGGSGGGGSGGGGS (SEC ID NO: 8).

Figura 14

Secuencia de acidos nucleicos que codifica la proteina de fusién M1cov/scHLA-A2/SSI (scFv) (SEQ ID NO:
23).

Figuras 15A-B

Expresion y purificacion de la proteina de fusion M1-cov/scHLA-A2/SS1 (scFv).

La figura 15A muestra el andlisis SDS/PAGE de cuerpos de inclusion aislados. La figura 15B muestra el
analisis SDS/PAGE de la proteina de fusion M1-cov/scHLA-A2/SS1 (scFv) después de la purificacién por
cromatografia de intercambio iénico.

Figura 16

Unién de la proteina de fusion M1-cov/scHLA-A2/SS1 (scFv) a mesotelina recombinante. La mesotelina se
inmovilizé6 sobre inmuno-placas y la unién dependiente de la dosis de M1-cov/scHLA-A2/SS1 (scFv) se
control6 por mAb (W6) sensible a conformacion.

Figuras 17A-D

Uniéon de la proteina de fusion M1-cov/scHLA-A2/SS1 (scFv) a células que expresan mesotelina. Las
figuras 17A-D muestran analisis de citometria de flujo de la unién de M1-cov/scHLA-A2/SS1 (scFv) a
células A431K5 negativas a HLA-A2, positivas a mesotelina y células A431 negativas a HLA-A2, negativas
a mesotelina. La figura 17A muestra la union de mAb K1 a células A431KS5, y la figura 17B muestra la
ausencia de la unién de mAb K1 a células A431. La figura 17C muestra la unién de la proteina de fusion
M1-cov/scHLA-A2/SS1 (scFv) a células A431KS5, y la figura 17D muestra la ausencia de la unién de la
proteina de fusion a células A431. La unién se control6 usando anticuerpo especifico de anti-HLA-A2 BB7.2
y un anticuerpo secundario marcado con FITC.

Figura 18

Potenciacion de lisis mediada por CTL de células tumorales negativas a HLA-A2 por la proteina de fusién
M1-cov/scHLA-A2/SS1 (scFv). Las células A431K5 transfectadas con mesotelina y las células A431
negativas a mesotelina parentales se incubaron con diferente concentracion de M1-cov/scHLA-A2/SS1
(scFv) y con CTL restringidos por HLA-A2 especificos de M1 en un ensayo de liberacion de [Sas]metionina.
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Descripcion detallada de la invenciéon

Esta divulgacién proporciona una proteina de fusion que comprende aminoacidos consecutivos que, comenzando en
el extremo amino de la proteina, corresponden a aminoacidos consecutivos presentes en (i) un péptido restringido
por CMH humano de citomegalovirus, (ii) un primer enlazador peptidico, (iii) una 3-2 microglobulina humana, (iv) un
segundo enlazador peptidico, (v) una cadena HLA-A2 de una molécula CMH de clase | humana, (vi) un tercer
enlazador peptidico, (vii) una region variable de una cadena pesada de un fragmento scFv de un anticuerpo, y (viii)
una region variable de una cadena ligera de tal fragmento scFv, en la que los aminoacidos consecutivos que
corresponden a (vii) y (viii) se unen juntos directamente por un enlace peptidico o por aminoacidos consecutivos que
corresponden a un cuarto enlazador peptidico, y el fragmento scFv se obtiene a partir de un anticuerpo que se une
especificamente a mesotelina. En una realizacion, el primer enlazador peptidico tiene la secuencia aminoacidica
GGGGSGGGGSGGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 6). En otra realizacion, el segundo enlazador peptidico tiene la
secuencia aminoacidica GGGGSGGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 8). En otra realizacion, el tercer enlazador peptidico
tiene la secuencia aminoacidica ASGG (SEQ ID NO: 10). En otra realizacion, el cuarto enlazador peptidico tiene la
secuencia aminoacidica GVGGSGGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 19). En otra realizacién, el péptido restringido por
CMH humano de citomegalovirus tiene la secuencia aminoacidica NLVPMVATV (SEQ ID NO: 4).

Como se usa en el presente documento, "primer enlazador peptidico", "segundo enlazador peptidico” y "cuarto
enlazador peptidico" se refieren a péptidos compuestos de un péptido monomérico cuya secuencia aminoacidica es
GXGGS (SEC ID NO: 20) o un multimero de los mismos, donde X puede ser cualquier aminoacido. Estos
enlazadores peptidicos pueden ser un multimero de 2-10 de dichos péptidos monoméricos. En dicho multimero,
cada péptido monomérico puede ser igual o diferente de otro péptido monomérico en el multimero dependiendo de
la identidad del aminoacido X. En una realizacion, X en el péptido monomérico es el aminoacido valina (V). En otra
realizacién, X en el péptido monomérico es el aminoacido glicina (G). En las realizaciones actualmente preferidas, el
enlazador peptidico comprende un multimero de tres o cuatro péptidos monoméricos, particularmente un multimero
de tres péptidos monoméricos en los que la mayoria de X del extremo N es el aminoacido V, y la segunda y tercera
X son el aminoéacido G.

En una realizacion, la secuencia de los aminoacidos consecutivos correspondientes a (vii), seguido del cuarto
enlazador peptidico, seguido de (viii) se expone en la SEC ID NO: 12.

En otra realizacion, los aminoacidos consecutivos de la proteina de fusion, Compuesto A, tienen la secuencia
aminoacidica expuesta en la SEC ID NO: 2.

Esta divulgacion también proporciona una composicion que comprende una proteina de fusion de acuerdo con la
invencion y un vehiculo. En una realizacion, la proteina de fusién esta presente en la composicion en una cantidad
terapéuticamente eficaz y el vehiculo es un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Esta divulgacién también proporciona una construcciéon de acido nucleico que codifica una proteina de fusién que
comprende aminoacidos consecutivos que, comenzando en el extremo amino de la proteina, corresponden a
aminoacidos consecutivos presentes en (i) un péptido restringido por CMH humano de citomegalovirus, (ii) un primer
enlazador peptidico, (iii) una -2 microglobulina humana, (iv) un segundo enlazador peptidico, (v) una cadena HLA-
A2 de una molécula CMH de clase | humana, (vi) un tercer enlazador peptidico, (vii) una region variable de una
cadena pesada de un fragmento scFv de un anticuerpo, y (viii) una region variable de una cadena ligera de tal
fragmento scFv, en la que los aminoacidos consecutivos que corresponden a (vii) y (viii) se unen juntos directamente
por un enlace peptidico o por aminoacidos consecutivos que corresponden a un cuarto enlazador peptidico, y el
fragmento scFv se obtiene a partir de un anticuerpo que se une especificamente a mesotelina. En una realizacion, la
construccién de acido nucleico tiene la secuencia de acido nucleico expuesta en la SEC ID NO: 1.

Esta divulgacion también proporciona un vector que comprende la construccion de acido nucleico de la invencion.
Los ejemplos de dichos vectores son plasmidos, virus, fagos y similares.

Esta divulgacion proporciona adicionalmente un vector de expresion que comprende la construccion de acido
nucleico de la invencién y un promotor enlazado operativamente al mismo.

Esta divulgacion también proporciona una célula transformada que comprende un vector de acuerdo con la
invencion. La célula transformada puede ser una célula eucariota, por ejemplo, una seleccionada entre el grupo que
consiste de una célula de mamifero, una célula de insecto, una célula de planta, una célula de levadura y una célula
de protozoo. Como alternativa, la célula transformada puede ser una célula bacteriana.
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Esta divulgacién proporciona una preparacion aislada de cuerpos de inclusién expresados por bacterias que
comprende mas del 30 por ciento en peso de una proteina de fusion de acuerdo con la invencion.

Esta divulgacién también proporciona un proceso para producir una proteina de fusion que comprende cultivar la
célula transformada de la invencion de manera que la proteina de fusion se exprese, y recuperar la proteina de
fusién expresada de este modo. En una realizacion, la recuperacion de la proteina de fusién comprende someter la
proteina de fusién expresada a cromatografia por exclusion de tamafio. En otra realizacion, la proteina de fusion se
expresa en cuerpos de inclusién. En una realizacion, el proceso comprende adicionalmente tratar los cuerpos de
inclusion para separar y replegar la proteina de fusién y producir la proteina de fusion en forma activa. En otra
realizacién, el tratamiento de los cuerpos de inclusion para separar la proteina de fusion de los mismos comprende
poner en contacto los cuerpos de inclusion con un agente de desnaturalizacion.

Como se usa en el presente documento, una "forma activa" de la proteina de fusion se refiere a una conformacion
tridimensional de la proteina de fusién que permite que la proteina de fusion se una especificamente a mesotelina
cuando la mesotelina esta presente sobre la superficie de una célula tumoral.

La presente divulgacion proporciona (i) nuevas proteinas de fusion; (ii) procesos para preparar las mismas; (iii)
construcciones de acido nucleico que codifican las mismas; y (iv) métodos para usar las mismas para la eliminacion
selectiva de células, células cancerosas en particular.

Los principios y operacion de la presente invencion se pueden entender mejor con referencia a las figuras y la
descripcion expuesta en el presente documento.

Se entendera que la invencidon no se limita en su aplicacion a los detalles expuestos en la descripcién o como se
ilustran. La invencién incluye otras realizaciones y es capaz de ponerse en practica o realizarse de diversas formas.
Ademas, se entendera que la fraseologia y terminologia empleadas en el presente documento es con fines de
descripcion y no se deberan interpretar como limitantes.

La progresion de tumor se asocia con frecuencia a la secrecion de factores inmuno-supresores y/o la regulacion
descendente de funciones de presentacion de antigeno de CMH de clase | (2). Incluso cuando se demuestra una
respuesta de CTL especifica en los pacientes, esta respuesta es baja porque la poblacién de CTL antitumor es rara,
muy infrecuente, y en algunos casos los CTL no son funcionales o son anérgicos (26). Ademas, esta bien
establecido que el nimero de complejos CMH-péptido en la superficie de células tumorales que presentan un
péptido asociado a tumor particular es bajo (27). El progreso significativo hacia el desarrollo de vacunas que pueden
estimular una respuesta inmune contra tumores ha involucrado la identificacién de los antigenos de proteina
asociados con un tipo de tumor dado y el mapeo de epitope de antigenos tumorales para motivos de unién
restringidos por CMH de clase | y clase Il se identificaron y actualmente estan siendo usados en diversos programas
de vacunacion (14, 11, 8). Las moléculas CMH de clase | que presentan los péptidos apropiados son necesarias
para proporcionar las sefales especificas para el reconocimiento y eliminacion por CTL. Sin embargo, el mecanismo
principal del escape de tumor es la pérdida, regulacién descendente o alteracion de perfiles HLA que pueden hacer
a la célula objetivo no respondedora a lisis de CTL, incluso si la célula expresa al antigeno tumoral apropiado.

La presente invencion proporciona un nuevo enfoque para evitar este problema. Mientras se reduce la presente
invencion a la practica, la direccion especifica de tumor de complejos CMH de clase |-péptido en células tumorales
mostré ser una estrategia eficaz y eficientes para convertir a las células negativas a HLA-A2 susceptibles a lisis por
CTL restringidos por HLA-A2 relevantes. Esta nueva estrategia de redirigir los CTL contra células tumorales
aprovecha el uso de un fragmento de anticuerpo anti-mesotelina recombinante y un ligando de CMV que puede
localizarse en células malignas que expresan un tumor con un grado relativamente alto de especificidad.

El fragmento dirigido a anticuerpo anti-mesotelina y el ligando CMV se fusionan a una molécula HLA-A2 de cadena
sencilla que se puede plegar eficientemente y funcionalmente.

Los resultados presentados en el presente documento proporcionan una clara demostracion de la utilidad del
enfoque de la presente invencién para reclutar CTL activos para la eliminacion de células tumorales a través de un
direccionamiento guiado por anticuerpo o ligando especifico de cancer de complejos scMHC-péptido. Estos
resultados allanan el camino para el desarrollo de un nuevo enfoque inmunoterapéutico basado en las respuestas
inmunes celulares de origen natural que se redirigen contra las células tumorales.
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Se apreciara que la proteina de fusion de la presente invencidon o porciones de la misma se puede preparar por
varias formas, incluyendo sintesis de proteina en fase sélida. Sin embargo, en la realizacion preferida de la
invencién, al menos porciones mayores de las moléculas, por ejemplo, el dominio scHLA-A2 (con o sin el péptido
CMV) y el dominio scFV se generan por traduccidon de una construccidén o construcciones de acido nucleico
respectivos que codifican la molécula.

Por consiguiente, se requieren de uno a tres marcos de lectura abiertos para sintetizar las moléculas de la figura 1B
a través de traduccién. Estos marcos de lectura abiertos pueden residir en una Unica, dos o tres moléculas de acido
nucleico. Por lo tanto, por ejemplo, una construccién de acido nucleico Unico puede llevar uno, dos o los tres marcos
de lectura abiertos. Puede usarse de una a tres secuencias reguladoras de la accion cis para controlar la expresion
del uno a tres marcos de lectura abiertos. Por ejemplo, una Unica secuencia reguladora de la accién cis puede
controlar la expresiéon de uno, dos o tres marcos de lectura abiertos, de manera tipo cistrona. En la alternativa,
pueden usarse tres secuencias reguladoras de la accién cis independientes para controlar la expresién de los tres
marcos de lectura abiertos. También se contemplan otras combinaciones.

Los marcos de lectura abiertos y las secuencias reguladoras de la accién cis se pueden realizar por una a tres
moléculas de acido nucleico. Por ejemplo, cada marco de lectura abierto y su secuencia reguladora de la accion cis
se llevan por una molécula diferente de acido nucleico, o todos los marcos de lectura abiertos y sus secuencias
reguladoras de la accion cis asociadas se llevan por una Unica molécula de acido nucleico. También se contemplan
otras combinaciones.

La expresion de la proteina de fusion se puede realizar por transformacion/transfeccion y/o co-transformacion/co-
transfeccién de una Unica célula o una pluralidad de células con cualquiera de las moléculas de acido nucleico,
sirviendo como vectores de transformacion/transfeccion (por ejemplo, plasmidos, fagos, fagémidos o virus).

Se apreciara que la proteina de fusién cuya secuencia aminoacidica se describe en la SEC ID NO: 2 e incluye la
metionina del aminoacido N-terminal, probablemente representa la proteina de fusion como se expresa en una
célula bacteriana. Dependiendo de la célula bacteriana especifica empleada para expresar la proteina de fusion, la
metionina N-terminal se puede escindir y eliminar. Por consiguiente, se contempla que las proteinas de fusién de
acuerdo con esta invencién incluyen tanto aquellas con, y aquellas sin, una metionina N-terminal. En general,
cuando una proteina de fusién de acuerdo con la invencion se expresa en una célula eucariota, podria carecer de la
metionina N-terminal. Por lo tanto, se apreciard que la secuencia aminoacidica de las proteinas de fusién
expresadas de acuerdo con la invencion puede incluir o no tal metionina N-terminal dependiendo del tipo de células
en las que se expresan las proteinas.

Cada vez y donde quiera que se use, el péptido enlazador se selecciona de una secuencia aminoacidica que es
inherentemente flexible, de tal forma que los polipéptidos conectados asi se pliegan independiente y nativamente
después de la expresion de los mismos, facilitando asi la formacion de un complejo B2M/HLA humano (sc) de
cadena sencilla funcional o activo, complejo de antigeno restringido por B;M/HLA CMV humano o dirigido a
anticuerpo.

Cualquiera de las construcciones de acido nucleico descritas en el presente documento comprende al menos una
secuencia reguladora de la accion cis enlazada operativamente a los polinucleétidos de codificacién en la misma.
Preferiblemente, la secuencia reguladora de la accion cis es funcional en bacterias. Como alternativa, la secuencia
reguladora de la accién cis es funcional en levadura. Ain como alternativa, la secuencia reguladora de la accion cis
es funcional en células animales. Todavia como alternativa, la secuencia reguladora de la accién cis es funcional en
células vegetales.

La secuencia reguladora de la accién cis puede incluir una secuencia promotora y secuencias mejoradoras
transcripcionales o traduccionales adicionales cada una de las cuales sirven para facilitar la expresién de los
polinucleétidos cuando se introducen en una célula huésped. Los ejemplos especificos de promotores se describen
a continuacioén en el presente documento en el contexto de diversos sistemas de expresion eucariota o procariota y
en la seccion de ejemplos que se indica mas adelante.

Se apreciara que se puede utilizar una secuencia reguladora de la accién cis Unica en una construccion de acido
nucleico para dirigir la transcripcién de un Unico transcrito que incluye uno o mas marcos de lectura abiertos. En el
Ultimo caso, se puede utilizar un sitio de entrada de ribosoma interno (IRES) para permitir la traducciéon de la
secuencia de acido nucleico situada internamente.
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Cada vez que la co-expresion de polipéptidos independientes en una Unica célula es de eleccion, la construccién o
construcciones empleadas se deben configurar de tal forma que los niveles de expresion de los polipéptidos
independientes se optimicen, para obtener proporciones mas altas del producto final.

Preferiblemente un promotor (que es un ejemplo de una secuencia reguladora de la accion cis) utilizado por las
construcciones de acido nucleico de la presente invencion es un fuerte promotor constitutivo de tal forma que se
logren altos niveles de expresion para los polinucleétidos después de la transformacién de célula huésped.

Se apreciara que también pueden realizarse altos niveles de expresion transformando la célula huésped con un alto
numero de copias de la construccion o construcciones de acido nucleico, o utilizando secuencias de accion cis que
estabilizan el transcrito resultante y como tal disminuyen la degradacion o "vuelco" de tal transcrito.

Como se usa en el presente documento, la frase "célula transformada" describe una célula en la que se introduce
una secuencia de acido nucleico exégeno para alterar genéticamente de manera estable o temporalmente la célula
huésped. Puede ocurrir en condiciones naturales o artificiales usando diversos métodos bien conocidos en la
técnica, algunos de los cuales se describen en detalle a continuacion en el presente documento en contexto con los
ejemplos especificos de células huésped.

La célula huésped transformada puede ser una célula eucariota, tal como, por ejemplo, una célula de mamifero, una
célula de insecto, una célula vegetal, una célula de levadura y una célula de protozoo o, como alternativa, la célula
puede ser una célula bacteriana.

Cuando se utilizan para la expresién de células huésped eucariotas, las construcciones de acido nucleico de
acuerdo con la presente invencidn pueden ser un vector lanzadera, que puede propagarse tanto en E. coli (donde la
construccion comprende un marcador y origen de replicacion seleccionable apropiado) y es compatible para la
expresion en células huésped eucariotas. Las construcciones de acido nucleico de acuerdo con la presente
invencion pueden ser, por ejemplo, un plasmido, un bacmido, un fagémido, un césmido, un fago, un virus o un
cromosoma artificial.

Los sistemas de expresion de mamiferos adecuados incluyen, pero sin limitacién, pcDNA3, pcDNA3.1(+/-),
pZeoSV2(+/-), pSecTag2, pDisplay, pEF/myc/cyto, pPCMV/myc/cyto, pCR3.1, que estan disponibles en Invitrogen™
Corporation (Carlsbad, CA, Estados Unidos), pCl que estd disponible en Promega™ Corporation (Madison W],
Estados Unidos), pBK-RSV y pBK-CMV que estan disponibles en Stratagene (La Jolla, CA, Estados Unidos), pTRES
gue esta disponible en Clontech Laboratories, Inc. (Mountain View, CA, Estados Unidos), y sus derivados.

También se pueden utilizar cultivos de células de insecto para expresar las secuencias de acido nucleico de la
presente invencion. Los sistemas de expresion de insecto adecuados incluyen, pero sin limitacién, el sistema de
expresion de baculovirus y sus derivados que estan disponibles en el mercado a partir de numerosos proveedores,
tales como maxBac™ (Invitrogen™ Corporation, Carlsbad, CA, Estados Unidos), BacPak™ (Clontech®
Laboratories, Inc. Mountain View, CA, Estados Unidos), o Bac-to-Bac™ (Invitrogen™/Gibco®, Carlsbad, CA,
Estados Unidos).

La expresién de las secuencias de acido nucleico de la presente invencion también se puede realizar en células
vegetales. Como se usa en el presente documento, la frase "célula vegetal" puede referirse a protoplastos de
plantas, células de un cultivo de tejido vegetal, células de tejidos derivados de plantas o células de plantas
completas.

Existen diversos métodos para introducir construcciones de acido nucleico en células vegetales. Dichos métodos se
basan en la integracion estable de la construccion de acido nucleico o una porcion de la misma en el genoma de la
célula vegetal, o en la expresion transitoria de la construccién de acido nucleico, en cuyo caso estas secuencias no
se integran de forma estable en el genoma de la célula vegetal.

Existen dos métodos principales para realizar la integracion gendmica estable de secuencias de acido nucleico
exdgeno, tales como las incluidas dentro de la construccién de acido nucleico de la presente invencidon en genomas
de células vegetales:

(i) Transferencia génica mediada por Agrobacterium: Klee y col. (1987) Annu. Rev. Plant Physiol. 38: 467-

486; Klee y Rogers en Cell. Culture and Somatic Cell Genetics of Plants, vol. 6, Molecular Biology of Plant
Nuclear Genes, eds. Schell, J., y Vasil, L. K., Academic Publishers, San Diego, Calif. (1989) pag. 2-25;
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Gatenby, en Plant Biotechnology, eds. Kung, S. y Arntzen, C. J., Butterworth Publishers, Boston, Mass.
(1989) pag. 93-112.

(i) captacion de ADN directa: Paszkowski y col., en Cell Culture and Somatic Cell Genetics of Plants, Vol. 6,
Molecular Biology of Plant Nuclear Genes eds. Schell, J., y Vasil, L. K., Academic Publishers, San Diego,
Calif. (1989) pag. 52-68; incluyendo métodos para la captacion directa de ADN en protoplastos, Toriyama,
K. y col. (1988) Bio/Technology 6: 1072-1074. Captacion de ADN inducida por choque eléctrico breve de
células vegetales: Zhang y col. Plant Cell Rep. (1988) 7: 379-384. Fromm y col. Nature (1986) 319: 791-
793. Inyeccion de ADN en células o tejidos vegetales por bombardeo de particulas, Klein y col.
Bio/Technology (1988) 6: 559-563; McCabe y col. Bio/Technology (1988) 6: 923-926; Sanford, Physiol.
Plant. (1990) 79:206-209; por el uso de sistemas de micropipeta: Neuhaus y col., Theor. Appl. Genet.
(1987) 75: 30-36; Neuhaus y Spangenberg, Physiol. Plant. (1990) 79-.213-217; o por la incubacién directa
de ADN con polen de germinacion, DeWet y col. en Experimental Manipulation of Ovule Tissue, eds.
Chapman, G. P. y Mantell, S. H. y Daniels, W. Longman, London, (1985) pag. 197-209; y Ohta, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA (1986) 83: 715-719.

El sistema Agrobacterium incluye el uso de vectores plasmidicos que contienen segmentos de ADN definidos que se
integran en el ADN gendmico de plantas. Los métodos de inoculacién del tejido vegetal varian dependiendo de las
especies de plantas y el sistema de administracion de Agrobacterium. Un enfoque ampliamente usado es el
procedimiento de disco de hoja, véase por ejemplo, Horsch y col. en Plant Molecular Biology Manual A5, Kluwer
Academic Publishers, Dordrecht (1988) pag. 1-9. Un enfoque complementario emplea el sistema de administracion
de Agrobacterium junto con infiltraciéon en vacio. El sistema Agrobacterium es especialmente viable en la creacion de
plantas dicotiledéneas transformadas de forma estable.

Existen diversos métodos de transferencia de ADN directa en células vegetales. En la electroporacion, los
protoplastos se exponen brevemente a un fuerte campo eléctrico. En la microinyeccion, el ADN se inyecta
mecanicamente directamente en las células usando micropipetas muy pequefias.

En el bombardeo de microparticulas, el ADN se adsorbe en microproyectiles tales como cristales de sulfato de
magnesio, particulas de tungsteno o particulas de oro, y los microproyectiles se aceleran fisicamente en las células o
los tejidos vegetales. También se puede utilizar transferencia directa de ADN para transformar temporalmente
células vegetales.

En cualquier caso, los promotores vegetales adecuados que pueden utilizarse para la expresion de células vegetales
de las primera y segunda secuencias de acido nucleico, incluyen, pero sin limitacion, un promotor CaMV 35S,
promotor ubiquitina, y otros promotores fuertes que pueden expresar las secuencias de acido nucleico de una
manera constitutiva o especifica de tejido.

Los virus de plantas también se pueden usar como vectores de transformacién. Los virus que han mostrado ser
Utiles para la transformacion de los huéspedes de células vegetales incluyen Cav, TMV y BV. La transformacién de
plantas usando virus vegetales se describe en la Patente de Estados Unidos N° 4.855.237 (BGV), el documento EP-
A 67.553 (TMV), la Solicitud Publicada Japonesa N° 63-14693 (TMV), el documento EPA 194.809 (BV), el
documento EPA 278.667 (BV); y Gluzman, Y. y col., Communications in Molecular Biology: Viral Vectors, Cold
Spring Harbor Laboratory, Nueva York, pags. 172-189 (1988). Las particulas de pseudovirus para su uso en la
expresion de ADN extrafio en muchos huéspedes, incluyendo plantas, se describe en el documento WO 87/06261.

La construccién de virus de ARN de plantas para la introduccion y expresion de secuencias de acido nucleico
exdgeno no virico en plantas se demuestra por las referencias anteriores, asi como por Dawson, W. O. y col,,
Virology (1989) 172: 285-292; Takamatsu y col. EMBO J. (1987) 6: 307-311; French y col. Science (1986) 231: 1294-
1297; y Takamatsu y col. FEBS Letters (1990) 269: 73-76.

Cuando el virus es un virus de ADN, las construcciones se pueden hacer al propio virus. Como alternativa, el virus
se puede clonar en primer lugar en un plasmido bacteriano para la facil construccion del vector virico deseado con
las secuencias de acido nucleico que se han descrito anteriormente. Después, el virus se puede cortar del plasmido.
Si el virus es un virus de ADN, puede unirse un origen de replicacion bacteriano al ADN virico, que después se
replica por las bacterias. La transcripcion y traduccion de este ADN producird la proteina de capa que encapsidara el
ADN virico. Si el virus es un virus de ARN, el virus se clona generalmente como un ADNc y se inserta en un
plasmido. Después, el plasmido se usa para hacer todas las construcciones. Después, el virus de ARN se produce
transcribiendo la secuencia virica del plasmido y traduciendo los genes viricos para producir las proteinas de capa
gue encapsidan el ARN virico.

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2549 128 T3

La construccion de virus de ARN de plantas para la introduccién y expresion en plantas de secuencias de acido
nucleico exdgeno no viricas, tales como las incluidas en la construccién de la presente invencidn se demuestra por
las referencias anteriores, asi como en la Patente de Estados Unidos N° 5.316.931.

También pueden utilizarse células de levadura como células huésped por la presente invencién. Se conocen en la
técnica numerosos ejemplos de vectores de expresion de levadura adecuados para la expresion de secuencias de
acido nucleico de la presente invencidon en levadura y estan disponibles en el mercado. Dichos vectores se
introducen normalmente en una célula huésped de levadura a través de métodos de transformacion de
electroporacidon o quimica bien conocidos en la técnica. Los sistemas disponibles en el mercado incluyen, por
ejemplo, los sistemas de expresion pYES™ (Invitrogen™ Corporation, Carlsbad CA, Estados Unidos) o YEX™
(Clontech® Laboratories, Mountain View, CA, Estados Unidos).

Se apreciard que cuando se expresa en sistemas de expresion eucariotas, tales como los que se han descrito
anteriormente, la construccién de acido nucleico incluye preferiblemente una secuencia codificadora de péptido
sefial de tal forma que los polipéptidos producidos a partir de las primera y segunda secuencias de acido nucleico se
dirigen a través del péptido sefal unido en rutas de secrecién. Por ejemplo, en células huésped de mamiferos,
insectos y levadura, los polipéptidos expresados se pueden secretar al medio de crecimiento, mientras que en los
sistemas de expresion de plantas, los polipéptidos se pueden secretar en el apoplasto, o dirigirse a un organelo
subcelular.

Un huésped bacteriano se puede transformar con la secuencia de &cido nucleico a través de métodos de
transformacion bien conocidos en la técnica, incluyendo, por ejemplo, transformacién quimica (por ejemplo, CaCl,) o
electroporacion.

Se conocen en la técnica numerosos ejemplos de sistemas de expresion bacterianos que pueden utilizarse para
expresar las secuencias de acido nucleico de la presente invencion. Los sistemas de expresién bacterianos
disponibles en el mercado incluyen, pero sin limitacién, el sistema de expresion pET™ (Novagen®, EMB
Biosciences, San Diego, CA, Estados Unidos), sistema de expresion pSE™ (Invitrogen™ Corporation, Carlsbad CA,
Estados Unidos) o el sistema de expresiéon pGEX™ (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ, Estados Unidos).

Como se describe adicionalmente en la seccion de Detalles Experimentales que se indica a continuacion, la
expresion bacteriana es particularmente ventajosa puesto que los polipéptidos expresados forman cuerpos de
inclusién sustancialmente puros facilmente susceptibles a la recuperacion y purificacion del polipéptido expresado.

Por lo tanto, esta divulgacion proporciona una preparacion de cuerpos de inclusion expresados por bacterias que
estan compuestos por mas del 30 %, preferiblemente mas del 50 %, mas preferiblemente mas del 75 %, mas
preferiblemente mas del 90 % en peso de la proteina de fusidn o una mezcla de proteinas de fusién de la presente
invencion. El aislamiento de tales cuerpos de inclusion y la purificacion de las proteinas de fusién de los mismos se
describen en detalle en la seccién de Detalles Experimentales que se indica a continuacion. La expresion bacteriana
de las proteinas de fusion puede proporcionar altas cantidades de formas puras y activas de proteinas de fusion.

Como se describe adicionalmente en la seccién de Detalles Experimentales que se indica a continuacion, las
proteinas de fusién expresadas forman cuerpos de inclusién sustancialmente puros que se aislan facilmente a través
de técnicas de fraccionamiento bien conocidas en la técnica y se purifican a través de, por ejemplo, etapas de
desnaturalizacién-renaturalizacion.

Las proteinas de fusién de la divulgaciéon se pueden renaturalizar y replegar en presencia de un péptido restringido
por CMH que se enlaza a, se co-expresa con o se mezcla con otros polipéptidos de la invencién y que es capaz de
unir el polipéptido de CMH de clase | de cadena sencilla. Como se describe adicionalmente en la seccion de
ejemplos, esto permite generar un complejo CMH de clase I-péptido antigénico sustancialmente puro que puede
purificarse adicionalmente a través de cromatografia de exclusién por tamafio.

Se apreciard que el péptido CMV usado para el repliegue se puede co-expresar junto con (como un péptido
independiente) o se puede fusionar a la cadena scHLA-A2 de la molécula CMH clase | en la bacteria. En tal caso, la
proteina de fusion y el péptido expresados forman conjuntamente cuerpos de inclusion que pueden aislarse y
utilizarse para la formacion de complejo CMH de clase I-péptido antigénico.

La siguiente seccion proporciona ejemplos especificos para cada uno de los diversos aspectos de la invencion
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descritos en el presente documento. Estos ejemplos no se deberan considerar como limitantes en ninglin modo, ya
que la invencion se ponerse en practica en formas similares, ain un poco diferentes. Sin embargo, estos ejemplos
muestran a un experto en la técnica cémo poner en practica diversas alternativas y realizaciones de la invencion.

Generalmente, la nomenclatura usada en el presente documento y los procedimientos de laboratorio utilizados en la
presente invencién incluyen técnicas moleculares, bioquimicas, microbiolégicas y de ADN recombinante. Dichas
técnicas se explican completamente en la bibliografia. Véase, por ejemplo, "Molecular Cloning: A laboratory Manual"
Sambrook y col., (1989); "Current Protocols in Molecular Biology" Volumes I-Ill Ausubel, R. M., ed. (1994); Ausubel y
col., "Current Protocols in Molecular Biology", John Wiley and Sons, Baltimore, Maryland (1989); Perbal, "A Practical
Guide to Molecular Cloning", John Wiley & Sons, Nueva York (1988); Watson y col., "Recombinant DNA", Scientific
American Books, Nueva York; Birren y col. (eds) "Genome Analysis: A Laboratory Manual Series", Vols. 1-4, Cold
Spring Harbor Laboratory Press, Nueva York (1998); metodologias como se expone en las Pat. de Estados Unidos
N° 4.666.828; 4.683.202; 4.801.531; 5.192.659 y 5.272.057; "Cell Biology: A Laboratory Handbook", Volumenes I-1lI
Cellis, J. E., ed. (1994); "Culture of Animal Cells - A Manual of Basic Technique" de Freshney, wiley-Liss, N. Y.
(1994), Tercera Edicion; "Current Protocols in Immunology" Volimenes I-1ll Coligan J. E., ed. (1994); Stites y col.
(eds), "Basic and Clinical Immunology" (82 Edicién), Appleton & Lange, Norwalk, CT (1994); Mishell y Shiigi (eds),
"Selected Methods in Cellular Immunology”, W. H. Freeman y Co., Nueva York (1980); los inmunoensayos
disponibles se describen extensamente en la bibliografia de patentes y cientifica, véase, por ejemplo, las Pat. de
Estados Unidos N° 3.791.932; 3.839.153; 3.850.752; 3.850.578; 3.853.987; 3.867.517; 3.879.262; 3.1901.654;
3.935.074; 3.984.533; 3.996.345; 4.034.074; 4.098.876; 4.879.219; 5.011.771 y 5.281.521; "Oligonucleotide
Synthesis" Gait, M. J., ed. (1984); "Nucleic Acid Hybridization" Hames, B. D., y Higgins S. J., eds. (1985);
"Transcription and Translation" Hames, B. D., y Higgins S. J., eds. (1984); "Animal Cell Culture" Freshney, R. I., ed.
(1986); "Immobilized Cells and Enzymes" IRL Press, (1986); "A Practical Guide to Molecular Cloning" Perbal, B.,
(1984) y "Methods in Enzymology" Vol. 1-317, Academic Press; "PCR Protocols: A Guide To Methods And
Applications", Academic Press, San Diego, CA (1990); Marshak y col., "Strategies for Protein Purification and
Characterization - A Laboratory Course Manual" CSHL Press (1996); a lo largo de este documento se proporcionan
otras referencias generales. Se cree que los procedimientos en el presente documento se conocen bien en la
técnica y se proporcionan para la comodidad del lector.

Detalles Experimentales

Materiales y Métodos :

Clonacién del Compuesto A

El scHLA-A2/SS1 (scFv) se construyé como se ha descrito previamente enlazando el extremo C de scHLA-A2 al
extremo N del SS1 scFv a través de un enlazador corto ASGG (SEC ID NO: 4) (15). Para construir el scHLA-A2/SS1
(scFv) con un péptido restringido por CMH unido covalentemente, el péptido restringido por CMH se fusiono con el
péptido enlazador GGGGSGGGGSGGGGSGGGGS (SEC ID NO: 6) al extremo N de la molécula de scHLA-A2/SS1
(scFv) por wuna reaccibn de extension de solapamiento de PCR con los cebadores: 5'M1-
5'GGAAGCGTTGGCGCATATGGGCATTCTGGGCTTCGTGTTTACC
CTGGGCGGAGGAGGATCCGGTGGCGGAGGTTCAGGAGGCGGTGGATCGA TCCAGCGTACTCCAAAGS3' (SEQ
ID NO: 13) y 3'VLscSS1-5'GCAGTAAGGAATTCTCATTATTTTATTTCCAACTTTGT3' (SEC ID NO: 14). En el
cebador 5'M1 se insertdé una mutacion silenciosa en la secuencia enlazadora, este cambio en la secuencia crea un
sitio de restriccion BamH1.

Los productos de PCR se subclonaron a un vector de clonacién TA (pGEM-T Easy Vector, Promega™ Corporation,
Madison, WI, Estados Unidos) y posteriormente a un vector de expresion basado en el promotor T7 (PRB) usando
los sitios de restriccion Ndel y EcoRI.

Para generar el Compuesto A, se us6 M1/scHLA-A2/SS1 (scFv) como un modelo para la ligacion con el cebador
dsADN. El M1/scHLA-A2/SS1 (scFv) (en plasmido PRB) se digirié con Ndel y BamH1, y la fraccién plasmidica se
ligé al cebador dsADN que contenia la secuencia peptidica CMV y la extensién de la secuencia enlazadora
5'CMVcovLL (casete) : 5TATGAACCTGGTGCCGATGGTCGCGACCGT TGGAGGTGGCGGTTCTGGCGGAGGAG-
3 (SEQ ID NO: 15) y 3'CMVcovLL (casete): 5'GATC
CTCCTCCGCCAGAACCGCCACCTCCAACGGTCGCGACCATCGGCACCAGGTTCA3'(SEQ ID  NO-16). EI
apareamiento de los cebadores (5'CMVcovLL (casete) y 3'CMVcovLL (casete)) se realizé incubando los cebadores a
95 °C durante 2 min seguido de 1 h de incubacion a temperatura ambiente. El producto de ligacion se transformé a
E-coli DH5a para amplificacion plasmidica. El plasmido se purificéd por el kit QIAGEN® miniprep (Qiagen®, Inc.,
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Valencia, CA, Estados Unidos) y las muestras de ajustaron para el andlisis de secuencia.
Repliegue de expresion y purificacion del Compuesto A

El compuesto A se expreso en células E-coli LB21 (ADE3) (Novagen®, Madison, WI, Estados Unidos) como cuerpos
de inclusién. La construccion del compuesto A se transformé a células E-coli por choque de calor, las células se
colocaron en placas LBAMP y se incubaron durante una noche a 37 °C. Las colonias se transfirieron a un medio rico
(super caldo) complementado con glucosa, MgSO4, AMP vy sales. Las células crecieron a DO = 2 (600 nm) a 37 °C,
se indujeron con IPTG (concentracion final 1 mM) y se incubaron durante 3 h mas a 37 °C.

Los cuerpos de inclusién se purificaron a partir de granulos de células por interrupciéon celular con 0,2 mg/ml de
lisozima seguido de la adicién de Triton® X-100 al 2,5 % (Octilfenolpoli[etilenglicoléter]x, Roche Diagnostics GmbH,
Roche Applied Science, Mannheim, Alemania) y NaCl 0,5 M. Los granulos de los cuerpos de inclusion se
recolectaron por centrifugacion (13.000 rpm, 60 min a 4 °C) y se lavaron tres veces con tampon Tris 50, pH 7,4 que
contenia EDTA 20 mM. Los cuerpos de inclusion aislados y purificados se solubilizaron en Guanidina HCI 6 M, pH
7,4 seguido de reduccién con DTE 65 mM. Los cuerpos de inclusion solubilizados y reducidos se replegaron
mediante una diluciéon 1:100 en un sistema tampon de intercambio redox que contenia Tris 0,1 M, EDTA 0,001 M,
Arginina 0,5 M y Glutation oxidado 0,09 mM, pH 9, e incubacion a 10 °C durante 24 h. Después del repliegue, la
proteina se dializ6 frente a Urea 150 mM, Tris 20 mM, pH 8, seguido de la purificacion del Compuesto A soluble por
cromatografia de intercambio i6nico en una columna Q-Sepharose® (7,5 mm D.l. 60 cm) (Sigma-Aldrich, Inc., St.
Louis, MO, Estados Unidos), aplicando un gradiente de sal (NaCl). Después, las fracciones pico que contenian el
compuesto A se sometieron a intercambio de tampén con PBS. Los protocolos de expresion y purificacion de la
proteina de fusion M1-cov/scHLA-A2/SS1 (scFv) fueron idénticos a los protocolos de expresion y purificacion del
Compuesto A. Todos los métodos usados para analizar las propiedades bioquimicas y biologicas de la proteina de
fusién M1-cov/scHLA-A2/SS1 (scFv) fueron idénticos a los métodos usados para analizar la actividad del Compuesto
A.

Citometria de Flujo

Las células se incubaron con el Compuesto A (60 min a 4 °C en 100 pl, 10 pg/ml), se lavaron y se incubaron con
MAb anti-HLA-A2 BB7.2 (60 min a 4 °C, 10 pl/min). Las células se lavaron y se incubaron con FITC anti-raton
(60 min a 4°C, 10 pl/ml) que sirvi6 como un anticuerpo secundario. Las células se lavaron y se analizaron
posteriormente por un citometro de flujo de calibre FACS (Becton-Dickinson, San José, CA, Estados Unidos).

Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas

Las inmunoplacas (Falcon®, Becton-Dickinson Labware, Franklin Lakes, NJ, Estados Unidos) se cubrieron con
10 pg/ml de mesotelina recombinante purificada producida por bacterias (durante una noche a 4 °C). Las placas se
bloquearon con PBS que contenia leche desnatada al 2 %, después se incubaron con diversas concentraciones del
Compuesto A (60 min a TA) y se lavaron tres veces con PBS. La union se detecté usando el anticuerpo anti-HLA
conformacional dependiente W6/32 (60 min, TA, 1 ug/ml), las placas se lavaron tres veces con PBS y se incubaron
con lgG-peroxidasa anti-ratén (60 min, TA, 1 ug/ml). La reaccion se desarrollé usando TMB (DAKO) y se terminé por
la adicion de 50 ul de H2SO4 2 N. Se us6 anticuerpo anti-mesotelina (K1) como control positivo. Las inmunoplacas se
analizaron por un lector de ELISA usando un filtro de 450 nm (Anthos 2001™, Anthos Labtech, Salzburg, Austria).

Ensayos de citotoxicidad

La citotoxicidad se determind por ensayos de liberacion de S*-metionina. Las células diana se cultivaron en placas
de cultivo en RPMI FCS al 10% Metionina libre durante 2 h seguido de incubacién durante una noche con 15 pCi/ml
de S¥metionina (NEN). Las células diana se cosecharon por tripsinizacion y se lavaron dos veces con 40 ml de
RPMI FCS al 10%. Las células diana se colocaron en placas en placas de 96 pocillos (5 x 10° células por pocillo) en
RMPI+FCS al 10% y se incubaron durante una noche a 37 °C, CO; al 5 %. Las células diana se incubaron con
diferentes concentraciones de las proteinas de fusion del Compuesto A durante 2 h, se afiadieron células CTL
efectoras en diferentes relaciones de diana:efector y las placas se incubaron durante 8-12 h a 37 °C, CO; al 5 %.
Después de la incubacion, la liberacion de S*-metionina de las células diana se midié en una muestra de 25 ul del
sobrenadante de cultivo. Todos los ensayos se realizaron por triplicado, la lisis se calculd directamente: ([liberacién
experimental liberacion espontanea]/[liberacion maxima - liberacion espontanea]) x 100. La liberaciéon espontanea se
midié como la S*-metionina liberada de las células diana en ausencia de células efectoras, y la liberacién maxima
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se midio como la S*-metionina liberada de las células diana lisadas por NaOH 0,05 M.
Lineas Celulares

Las células A431 y A431K5 (carcinoma epidermoide) se mantuvieron en medio RPMI que contenia PCS al 10%, L-
glutamina y penicilina/estreptomicina. La linea celular A431K5 es una linea celular A431 de carcinoma epidermoide
humana transfectada de forma estable con Mesotelina, las células transfectadas se mantuvieron con 700 pg/ml de
G418 (Gibco-BRL®, Invitrogen™ Inc., Carlsbad, CA, Estados Unidos).

Las CTL con especificidad para epitope CMV pp65 (NLVPMVATYV) se proporcionaron amablemente por el Dr. Ditmar
Zehn (Charitee, Berlin). Los CTL se expandieron por incubacién con PBMC radiadas (4000 rad), pulsadas con
péptido de un donante positivo a HLA-A2 sano y se mantuvieron y se mantuvieron en medio AIMV + FCS al 8,9 % +
2-mercaptoetanol 50 uM + penicilina/estreptomicina 1 x 10° U/L.

Resultados:
Construccion del Compuesto A

Una construccion que codifica una molécula CMH de cadena sencilla compuesta del gen (32 microglobulina
fusionado al al, a2 y a3 del gen HLA-A2 a través de un enlazador peptidico corto (15 aminoéacidos) se fusiono a la
scFv SS1 que se dirige a la mesotelina (figura 1A). Esta construccion se analizé en detalle para evaluar su actividad
bioquimica y biolégica y se descubrié que era funcional in vitro e in vivo (15). Para construir una proteina de fusién
con un péptido unido covalentemente, un péptido de 9 aminoacidos obtenido a partir de la proteina CMV pp65
(NLVPMVATYV) (SEC ID NO: 4) se fusioné al extremo N de la proteina de fusién scHLA-A2/SS1 (scFv) a través de
un enlazador de 20 aminoacidos GGGGSGGGGSGGGGSGGGGS (SEC ID NO: 6) (figura 1B). El compuesto A se
construy6 en dos etapas: En primer lugar, una proteina de fusion covalente denominada Ml/scHLA-A2/SS1 (scFv) se
construyd por PCR de extension de solapamiento. En esta construccion el péptido de influenza M158-66
GILGFVFTL (SEC ID NO: 21) y un enlazador de 15 aminoacidos se fusionaron al extremo N de la proteina de fusion
scHLA-A2/SS1 (scFv). En esta construccién, un nuevo sitio de restriccién Unico (BamH1) se inserté a la secuencia
enlazadora por una mutacion silenciosa. En la segunda etapa, el plasmido PRB que contenia la secuencia completa
de MI/scHLA-A2/SS1 (scFv) se digiri6 con enzimas de restriccion Ndel y BamHI. Esta digestion produjo dos
fragmentos. Un fragmento contiene el péptido y parte de la secuencia enlazadora, y el segundo fragmento contiene
el plasmido, parte del enlazador y la secuencia de scHLA-A2/SS1 (scFv). Después, el fragmento que contiene el
plasmido, parte del enlazador y la secuencia de scHLA-A2/SS1 (scFv) se lig6 al cebador dsADN que codifica la
secuencia peptidica CMV pp65 y una extension de la secuencia enlazadora (figura 1B). El nuevo plasmido se
transformé en células E-coli DH5a y las colonias positivas se enviaron a la secuenciacion de ADN (figura 2).

Expresion y purificacién del Compuesto A

El compuesto A se expresd en células E. coli BL21 y, tras la induccion con isopropil B-D-tiogalactésido, se
acumularon grandes cantidades de proteina recombinante en los cuerpos de inclusién intracelulares. El analisis
SDS/PAGE de los cuerpos de inclusion aislados y purificados reveld que el Compuesto A con el tamafio correcto
constituyé el 80-90% de la masa de los cuerpos de inclusion total (figura 3A). Los cuerpos de inclusion solubilizados
aislados se redujeron y replegaron in vitro en un tampon de intercambio redox. Las proteinas de fusion solubles
monomeéricas (Compuesto A) se purificaron por cromatografia de intercambio idnico en Q-sepharose®. El analisis
SDS/PAGE del Compuesto A reveld una molécula monomérica altamente purificada con el tamafio esperado de
72 KDa (figura 3B).

Actividad biolégica del Compuesto A
ELISA

Para ensayar la capacidad de enlace del Compuesto A purificado a su antigeno diana, la mesotelina recombinante
se inmovilizé en inmunoplacas. El enlace del Compuesto A se controlé usando mAb W6/32 sensible a conformacion,
este anticuerpo reconoce las moléculas CMH que se pliegan correctamente con un péptido en su surco. Como se
muestra en la figura 4, la unién del Compuesto A a mesotelina recombinante dependia de la dosis. Esto sugiere que
los dos dominios funcionales del Compuesto A, el dominio scFv (SS1) y el dominio péptido/scHLA-A2 se pliegan
correctamente. Ademas, el dominio scFv (SS1) de la proteina de fusion estd en forma activa y puede unir
especificamente mesotelina.
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Analisis de citometria de flujo (FACS)

Para ensayar la capacidad de union del Compuesto A, a lineas celulares que expresan mesotelina, se hizo el
analisis FACS. Como modelo, se usaron células diana que son negativas a HLA-A2, por lo tanto, la reactividad de un
mAB anti-HLA-A2 se puede usar para medir la union del compuesto A a células que expresan mesotelina en su
superficie. Este modelo de células negativas a HLA-A2-positivas a mesotelina representa el caso extremo en el que
las células tumorales pierden su expresion de HLA. Por lo tanto, para el analisis FACS, se usaron células A431K5
negativas a HLA-A2, que son células A431 de carcinoma epidermoide humano que se transfectaron de forma
estable con mesotelina. Las células de carcinoma epidermoide humana A431 parentales que son negativas a
mesotelina y negativas a HLA-A2 se usan como control negativo. La union del Compuesto A a las células diana se
control6 con mAB BB7.2 anti-HLA-A2 como anticuerpo primario seguido de un anticuerpo secundario marcado con
FITC. Se usé mesotelina anti-mAb K1 para ensayar los niveles de expresion de mesotelina. Como se muestra en la
figura 5A, las células A431K5 expresan altos niveles de mesotelina, mientras que las células A431 parentales no
expresan el antigeno diana. Las lineas celulares A431 y A431K5 también se ensayaron para obtener la expresion de
HLA-A2 usando anticuerpo especifico de HLA-A2 (BB7.2), ambas lineas celulares fueron negativas a HLA-A2. Sin
embargo, cuando las células A431K5 se incubaron previamente con el Compuesto A, se tifieron positivamente con
el anticuerpo BB7.2 especifico de HLA-A2 (figura 5B). Las células A413 negativas a antigeno no se afectaron. La
union especifica del Compuesto A a A431K5, pero no a las células A431, indica adicionalmente que la unién
depende exclusivamente de la interaccion del dominio scFv diana de la fusién con mesotelina y que la proteina de
fusion puede unir su antigeno diana como se expresé de forma nativa en la superficie de células.

Ensayo de Citotoxicidad

Para ensayar la capacidad del Compuesto A para mediar la eliminacion de las células positivas a mesotelina,
negativas a HLA-A2 por CTL especificos de CMV pp65 NLVPMVATYV (SEC ID NO: 4) restringidas por HLA-A2, se
realiz6 el ensayo de liberacion de S*-metionina usando células A431K5 transfectadas con mesotelina negativas a
HLA-A2, y las células parentales A431 negativas a mesotelina, negativas a HLA-A2. Para determinar la eliminacion
potencial de los CTL especificos de CMV, el ensayo de citotoxicidad se realiz6 usando células JY positivas a HLA-
A2 que se radiomarcaron con MetS*® y se cargaron con el péptido de CMV NLVPMVATYV. La eliminacién especifica
media de las células JY por los CTL especificos de CMV fue del 47 % con una relacién E:T de 10:1 (datos no
mostrados). Como se muestra en la figura 6a, el Compuesto A medié de forma eficaz la eliminacién de las células
A431K5 (negativas a HLA-A2, positivas a mesotelina). La eliminacion especifica podra alcanzar el 66 % en
comparacion con las células JY cargadas con péptido. Por lo tanto, la eliminacién con la proteina de fusion fue
incluso mas eficaz en comparacion con las células que presentan antigeno pulsado con péptido, que representan
dianas optimas. Sin embargo, cuando las células A431K5 diana se incubaron con los CTL especificos de CMV en
solitario sin incubacién previa con el Compuesto A, o cuando las células diana eran células A431 negativas a
mesotelina con o sin incubacion previa con el Compuesto A, no se observo actividad citotoxica. A continuacion, se
realizé un experimento de titulacion para determinar la potencia del Compuesto A, como se muestra en la figura 6b,
la eliminacion de las células A431K5 positivas a mesotelina fue dependiente de la dosis con un CI50 de 0,5-1 pg/ml.

Estos resultados indican que la eliminacién de las células A431K5 negativas a HLA-A2, positivas a mesotelina fue
especifica y se controlé por el reconocimiento de mesotelina por el dominio de diana del Compuesto A (scFv/SS1) y
la especificidad de los CTL de CMV para el dominio de péptido/scHLA-A2.

Este estudio demuestra que la capacidad de dirigir la proteina de fusion péptido unido covalentemente/scMHC/scFv
a células tumorales puede convertir a las células negativas a HLA-A2 susceptibles a lisis por los CTL restringidos por
HLA-A2 relevantes. Como se ha mostrado previamente por Lev y col., y Oved y col. (15, 21), esta estrategia tiene
dos ventajas principales. En primer lugar, aprovecha el uso de fragmentos Ab recombinantes que pueden localizarse
en estas células malignas que expresan un marcador tumoral, que se asocian normalmente con el fenotipo
transformado (tal como receptores del factor de crecimiento y/o antigenos de diferenciacion), con un grado
relativamente alto de especificidad. En segundo lugar, esta estrategia tiene la capacidad de reclutar una poblacion
particular de linfocitos T citotdxicos altamente reactivos especificos para un epitope de péptido altamente antigénico
preseleccionado presente en el complejo CMH-péptido dirigido, tal como epitopes de linfocitos T especificos virales.
Este enfoque de plataforma genera mdltiples moléculas con muchos fragmentos scFv especificos de tumor que
dirigen diversos antigenos especificos de tumor, combinados con la capacidad de dirigir muchos tipos de complejos
CMH-péptido que llevan péptidos Unicos, preseleccionados, y altamente antigénicos obtenidos a partir de epitopes
de linfocitos T tumores, viricos o bacterianos. Estos ejemplos presentan una estrategia de un paso mas alla
fusionando el péptido de 9 aminoacidos enlazado a un enlazador corto (20AA) a la proteina de fusion scHLA-
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A2/scFv (15AA) que se ha indicado previamente, y consiguiendo asi, la estabilizacién del péptido en el surco de
CMH prolongando la estabilidad general de las proteinas de fusién. Como modelo para esta nueva generacion de
proteinas de fusion, la presente invencion se refiere a la construccion de una proteina de fusién en la que CMV pp65
derivada (NLVPMVATYV) se fusiona al extremo N de la molécula scHLA-A2/SS1 (scFv) y sus caracteristicas
bioquimicas y biolégicas. Se muestra que los dos dominios de la nueva proteina de fusion pueden replegarse in vitro
para formar moléculas correctamente plegadas con el péptido dentro del surco de HLA-A2 y un dominio de direccion
activo (scFv) que puede unirse especificamente a su antigeno diana. Ademas, esta proteina de fusion ha mediado
exitosamente la lisis de células tumorales negativas a HLA-A2, positivas a mesotelina por CTL restringidos por HLA-
A2.

La progresién tumoral se asocia con frecuencia a la secrecion de factores inmunosupresores y/o la regulacion
descendente de las funciones de presentacién de antigeno de CMH de clase | (2). Incluso cuando se demuestra una
respuesta de CTL especifica en los pacientes, esta respuesta es baja porque la poblacion de CTL antitumor es rara,
muy infrecuente, y en algunos casos los CTL no son funcionales o son anérgicos (26). Ademas, esta bien
establecido que el nimero de complejos CMH-péptido en la superficie de células tumorales que presentan un
péptido asociado a tumor particular es bajo (27). Como se muestra en el presente documento, la nueva estrategia
supera estos problemas. En primer lugar, las células tumorales estan cubiertas con complejos CMH-péptido
independientes de su expresion CMH enddgena. En segundo lugar, el uso de antigenos especificos de tumor que
normalmente son parte del fenotipo de tumor (tal como receptores del factor de crecimiento y antigenos de
diferenciacién) impide la regulacion descendente de los antigenos y prolongan la eficiencia del tratamiento. En tercer
lugar, y mas importante, el dominio del efector de la proteina de fusion del complejo CMH-péptido puede reclutar
poblaciones especificas de CTL que dependen del péptido que alberga el surco de CMH.

Se aprecia que ciertas caracteristicas de la invencion que, con fines de claridad, se describen en el contexto de
realizaciones separadas, también pueden proporcionarse en combinacién en una Unica realizacién. Por el contrario,
diversas caracteristicas de la invencién, que, por brevedad, se describen en el contexto de una Unica realizacion,
también pueden proporcionarse por separado o en cualquier subcombinacién adecuada.
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<223> Proteina de fusion del Compuesto A

<400>1

atgaacctgg
ggtggcggag
tcacgtcatc
catccatccg

cattcagact

aagatagtta
ggaggtggca
€gcggggagc
gacagcgacg
ccggagtatt
gacctgggga
aggatgtatg
gcgtacgacg
gacatggcag
agagcctacc
gagacgctgc
catgaagcca
tggcagcggg
ggggatggaa
tacacctgcc

tccggaggtc

tgccgatggt
gttcaggagg
cagcagagaa
acattgaagt

tgtcttttrtc

agtgggatcg
gcggctctca
cccgectrcat
ccgcgageca
gggacgggga
ccctgegegg
gctgcgacgt
gcaaggatta
ctcagaccac
tggagggcac
agcgcacgga
ccctgaggtg
atgggoagga
ccttccagaa
atgtgcagca

aggtacaact

cgcgaccgtt
cggtggatcg
tggaaagtca
tgacttactg
gaaggactgg

cgacatgggt
ctccatgagg
cgcagtgggc
gaggatggag
gacacggaaa
ctactacaac
ggggtcggac
catcgccctg
caagcacaag
gtgcgtggag
cgcccccaaa
ctgggccctg
ccagacccag
gtgggcggct
tgagggtttg
gcagcagtct

ggaggtgocg
atccagcgta
aatttcctga
aagaatggag
tctttctatc

ggcggtggaa
tatttcttca
tacgtggacg
ccgcgggegce
gtgaaggccc
cagagcgagg
tggcgcttcc
aaagaggacc
tgggaggcgg
tggctcegcea
acgcacatga
agcttctacc
gacacggagc
gtggtggtgc
cccaagcccc

gggcctgagc

18

gttctggcgg
ctccaaagat
attgctatgt
agagaattga
tcttgtacta

gcggcgogtgg
catccgtgtc
acacgcagtt
cgtggataga
actcaéagac
ccggttctca
tccgegggta
tgcgctcttg
cccatgtagce
gatacctgga
ctcaccacgc
ctgcggagat
tcgtgoagac
cttctggaca
tcaccctgag

tggagaagcc

aggaggatcc

‘tcaggtttac

gtctgggttt
aaaagtggag

cactgaattc

aggcrctggt
ccggecccggce
cgtgcggttc
gcaggagggt
tcaccgagtg
caccgtccag
ccaccagtac
gaccgcggcg
ggagcagttg
gaacgggaag
tgtctctgac
cacactgacc
aaggcctgca
ggagcagaga
atgggaggct
tggcgcttca
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gtgaagatat cctgcaaggc ttctggttac tcattcactg gctacaccat gaactgggtg 1380
aagcagagcc atggaaagag ccttgagtgg attggactta ttactcctta caatggtgct 1440
tctagctaca accagaagtt caggggcaag gccacattaa ctgtagacaa gtcatccagc 1500
acagcctaca tggacctcct cagtctgaca tctgaagact ctgcagtcta tttctgtgca 1560
agggggagtt acgacgggag gggttttgac tactggggcc aagggaccac ggtcaccgrtc 1620
tcctcaggtg taggcggttc aggcggeggt ggctctggcg gtggcggatc ggacatcgag 1680
ctcactcagt ctccagcaat catgtctgca tctccagggg agaaggrcac catgacctgc 1740
agtgccagct caagtgtaag ttacatgcac tggtaccagc agaagtcagg cacctccccc 1800
aaaagatgga tttatgacac atccaaactg gcttctggag tcccaggtcg cttcagtggc 1860
agtgggtctg gaaactctta ctctctcaca atcagcagcg tggaggctga agatgatgca 1920
acttattact gccagcagtg gagtaagcac cctctcacgt tcggtgctgg gacaaagttg 1980
gaaataaaat aatga 1995

<210> 2

<211> 663

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>

<223> Proteina de fusion del Compuesto A

<400> 2

Met Asn Leu val Pro Met val Ala Thr val Gly Gly Gly Gly Ser Gly

1 5 10 15

Gly Gly Gly ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Ile GIn

20 25 30
Arg Thr Pro Lys Ile Gln val fyr Ser Arg His Pro Ala Glu Asn Gly
35 40 45 . .
Lys Ser Asn Phe Leu Asn Cys Tyr val Ser Gly Phe His Pro Ser Asp
1) 55 60

Ile Glu val Asp Leu Leu Lys Asn Gly Glu Arg Ile Glu Lys val Glu

65 70 75 80

His Ser Asp Leu Ser Phe Ser Lys Asp Trp Ser Phe Tyr Leu Leu Tyr

85 90 95
Tyr Thr Glu Phe Thr Pro Thr Glu Lys Asp Glu Tyr Ala Cys Arg val
100 105 110
Asn His val Thr Leu Ser GIn Pro Lys Ile val Lys Trp Asp Arg Asp
115 120 125
Met Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser
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aacctggtgc cgatggtcge gaccgtt

<210>4

<211>9

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> péptido CMV

<400> 4

<210>5

<211> 60

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> enlazador peptidico 20-aa

<400> 5

60 ggaggtggeg gtictggegg aggaggatce ggtggeggag gttcaggagg cggtggatcg

<210> 6

<211> 20

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>

<223> enlazador peptidico 20-aa

<400> 6

gTy Gly Gly Gly ?er Gly Gly Gly Gly igr Gly Gly Gly Gly ieser Gly

Gly Gly Gly Ser
20

<210>7

<211> 45

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> enlazador peptidico 15-aa

<400>7
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27

Asn Leu val pro I\Sflet val Ala Thr val
1 .

45 ggtggegaty gaageggegg tggaggctct ggtggaggtg geage

<210>8

<211>15

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>

<223> enlazador peptidico 15-aa
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<210>9

<211>12

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> enlazador peptidico 4-aa

<400>9
12 gcttccggag gt

<210>10
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<213> secuencia artificial

<220>
<223> enlazador peptidico 4-aa
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<220>
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<400> 11

caggtacaac
tcctgcaagg
catggaaaga
aaccagaagt
atggacctcc
tacgacggga
gtaggcggtt
tctccagcaa
tcaagtgtaa
atttatgaca
ggaaactctt

tgccagcagt

taatga

tgcagcagtc
cttctggtta
gccttgagtg
tcaggggcaa
tcagtctgac
ggggttttga
caggcggcgg
tcatgtctgc
gttacatgca
catccaaact
actctctcac

ggagtaagca

<210> 12
<211> 240

tgggcctgag
ctcattcact
gattggactf
ggccacatta
atctgaagac
ctactggggc
tggctctgge
atctccagag
ctggtaccag
ggcttcfgga
aatcagcagc

cccTcrTcacg

ctggagaagc
ggctacacca
attactcctt
actgtagaca
tctgcagtct
caagggacca

ggtggcggat

gagaaggtca’

cagaagtcag
gtcccaggtc
gtggaggctg
ttcggtgcetg

23

ctggcgcttc

-tgaactgggt

acaatggtgc
agtcatccag
atttctgtge
cggtcaccgt
cggacatcga
ccatgacctg
gcacctcccc
gctrcagtgg
aagatgatgc

ggacaaagtt

agtgaagata
gaagcagagc
ttctagctac
cacagcctac
aagggggagt
ctcctcaggt
gctcactcag
cagtgccage
caaaagatgg
cagtgggtct
aacttattac

ggaaataaaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720

726
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Gln val
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Ser val
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65
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Ala Arg
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Tyr Asp

val ser

Gly Ser

Pro Gly
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Gly ser
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ASp
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Ser

40

Gly

val

ser
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Lys
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Thr
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<213> secuencia artificial
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Ala ser
ASp LYys
Glu Asp
90
Gly pPhe
val Gly

Glu Leu

val Thr

-

=0
~N -
o

Ser Lys
185 Y

Gly Asn

Leu

TYyr

Lys-

ser
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75

ser

Asp

Gly

Thr

Met

155

Leu

ser

Glu

ser

Ser

Ala

Tyr

ser

GIn

140

Thr

Lys

Ala

TYyr

Lys Pro
Phe Thr

30
Leu Glu
45
Asn Gln
Sser Thr
val Tyr
Trp Gly

110
Gly Gly

Ser Pro

Cys Ser

e

Ser Gly
190

Ser Leu
205

Gly
15

Gly
Trp
Lys
Ala
Phe
95

Gln
Gly
Ala
Ala
Thi
175

val

Thr

Ala Thr Tyr Tyr Cys GIn GIn
220

24

r phe Gly Ala Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
230 235 240

Ala
Tyr
Ile
pPhe
Tyr
80

Cys
Gly
Gly

Ile

Pro
Ile

Trp
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<400> 13 N
ggaagcgttg gcgcatatgg gcattctggg cttcgtgttt accctgggcg gaggaggatc

cggtggcgga ggttcaggag gcggrggatc. gatccagcgt actccaaag

<210> 14

<211> 38

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Cebador PCR

<400> 14
38 gcagtaagga attctcatta ttttatttcc aactttgt

<210> 15

<211>56

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Cebador PCR

<400> 15
56 tatgaacctg gtgccgatgg tcgcgaccgt tggaggtggce ggttctggeg gaggag

<210> 16

<211>58

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Cebador PCR

<400> 16
58 gatcctccte cgecagaacc gecacctcca acggtcgega ccatcggeac caggttca

<210> 17

<211> 108

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Cebador PCR

<400> 17
ggaagcgttg gcgcatatga tcatggacca ggttccgttc tctgttggeg aggagggtcc

ggtggcggag gttcaggagg cggtggatcg atccagcgta ctccaaag
<210> 18
<211> 38

<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>
<223> Cebador PCR

25

60
109

60
108
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<400> 18
38 gcagtaagga attctcatta ttttatttcc aactttgt

<210> 19

<211> 15

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> enlazador peptidico

<400> 19

Gly val Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser
1 5 10 _ 15

<210> 20

<211>5

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Monomero de enlazador peptidico

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> x = cualquier aminoacido

<220>
<221> misc_feature
<222> (2)..(2)

<223> xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<400> 20
S;.]y Xaa Gly Gly ger

<210> 21

<211>9

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> enlazador peptidico

<400> 21

Gly Ile Leu Gly Phe val Phe Thr Leu
1 5

<210> 22

<211> 1980

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Proteina de fusion del Compuesto B

<400> 22

26
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atgaacctgg
ggaggcggtg
gagaatggaa
gaagttgact
ttttcgaagg
gatgagtatg
gatcgcgaca
tctcactcca
ttcatcgcag
agccagagga
ggggagacac
cgcggctact
gacgtggggt
gattacatcg
accaccaagc
ggcacgtgcg
acggacgccc
aggtgctggg
gaggaccaga
cagaagtgoag
cagcatgagg
caactgcagc
aaggcttctg
aagagccttg
aagttcaggg
ctcctcagtc
gggaggggtt
ggtrtrcaggcg
gcaatcatgt
gtaagttaca
gacacatcca
tcttactctc
cagtggagta

<210> 23

<211> 1980
<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>

tgccgatggt
gatcgatcca
agtcaaattt
tactgaagaa
actggtcttt
cctgccgtgt
tgggtagcgg
tgaggtattt
tgggctacgt
tggagccgeg
ggaaagtgaa

acaaccagag

cggactggcg
ccctgaaaga
acaagtggga
tggagtggct
ccaaaacgca
ccctgagett
cccaggacac
cggctgtggt
gtttécccaa
agtctgggcc
gttactcatt
agtggattgg
gcaaggccac
tgacatctoga
ttgactactg
gcggtggctc
ctgcatctcec
tgcactggta
aactggcttc
tcacaatcag

agcaccctct

ES 2549 128 T3

cgcgaccgtt
gcgtactcca
cctgaattgce
tggagagaga
ctatctcttg
gaaccatgtg
tggaagcggc
cttcacatcc
ggacgacacg
ggcgecgtgg
ggcccactca
cgaggccggt
cttccteccge
ggacctgcgce
ggcggeecat
ccgcagatac
catgactcac
ctaccctgeg
ggagctcgtg
ggtgccttct
gcccctcacc
tgagctggag
cactggctac
acttattact
attaactgta
agactctgca
gggccaaggg
tggcggtggc
aggggagaag
ccagcagaag
tggagtccca
cagcgtggag
cacgttcggt

ggcggaggag
aagattcagg
tatgtgtctg
attgaaaaag
tactacactg
actttgtcac
ggtggaggct
gtgt;ccggc
cagttcgtgc
atagagcagg
cagactcacc
tctcacaccg
gggtaccacc
tcttggaccg
gtagcggagc
ctggagaacg
cacgctgtct
gagatcacac
gagaccaggc
ggacaggagc
ctgagatggg
aagcctggeg
accatgaact
ccttacaatg
gacaagtcat
gtctatttct
accacggtca
ggatcggaca
gtcaccatga
tcaggcacct
ggtcgcttcé
gctgaagatg
gctgggacaa

<223> Proteina de fusion M1COV/SCHLA-A2/SS1 (SCFV)
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gatccggtgg
tttactcacg
ggtttcatcc
tggagcattc
aattcacccc
agcccaagat
ctggtggagg
ccggcegegg
ggttcgacag
agggtccgga
gagtggacct
tccagaggat
agtacgcgta
cggcggacat
agttgagagc
ggaaggagac
ctgaccatga
tgacctggca
ctgcagggga
agagatacac
aggcttccgg
cttcagtgaa

gggtgaagca

gtgcttctag
ccagcacagc
gtgcaagggg
ccgtctectc
tcgagctcac
cctgcagtgc
cccccaaaag
gtggcagtgg
atgcaactta

agttggaaat

cggaggttca
tcatccagca
atccgacatt
agacttgtct
cactgaaaaa
agttaagtgg
tggcagcggc
ggagccccgce
cgacgccgeg
gtattgggac
ggggaccctg
gtatggctgce
cgacggcaag
ggcagctcag
ctacctggag
gctgcagcgc
agccaccctg
gcgggatggg
tggaaccttc
ctgccatgtg
aggfcaggta
gatatcctgc
gagccatgga
ctacaaccag
ctacatggac

gggttacgac

aggtgtaggc

tcagtctcca
cagctcaagt
atggatttat
gtctggaaac
ttactgccag

aaaataatga

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980



<400> 23

atgggcattc
ggaggcggtg
gagaatggaa
gaagttgact
ttttcgaagg
gatgagtatg
Qatcgcgaca
tctcactcca
ttcatcgcag
agccagagga
ggggagacac

cgcggctact

gacgtgoggt

gattacatcg

accaccaagc
ggcacgtgcg
acggacgccce
aggtgctgag
gaggaccaga
<agaagtggg
cagcatgagg
caactgcagc
aagécttctg
aagagccttg
aagttcaggg
ctcctcagtc
gggaggggtt
ggttcaggcg
gcaatcatot

gtaagttaca
gacacatcca

tcttactctc

cagtggagta

tgggcttcgt
gatcgatcca
agtcaaattt
tactgaagaa
actggtcttt
cctgccgtgt
tgggtgocgg
tgaggtattt
tgggctacgt
tggagccgceg
ggaaagtgaa
acaaccagag
cggactggcg
ccctgaaaga
acaagtggga
tggagtggct
ccaaaacgca
ccctgagett
cccaggacac
cggctgtggt
gtttgcccaa
agtctgggcc
gttactcatt
agtggattgg
gcaaggccac
tgacatctga
ttgactactg
gcggtggctc
ctgcatctcc

tgcactggta
aactggcttc

tcacaatcag

agcaccctct

ES 2549 128 T3

gtttaccctg
gcgtactcca
cctgaattgc
tggagagaga
ctatctcttg
gaaccatgtg
tggaagcggc
cttcacatcc
ggacgacacg
ggcgeegtgg
ggcccactca
cgaggccgogt
cttccrccge
ggacctgcgc
ggcggeccat
ccgcagatac
catgactcac
ctaccctgeg
ggagctcgtg
ggtgccttct
gceccecctcacc
tgagctggag
cactggctac
acttattact
attaactgta
agactctgca
gggccaaggg
tggcggtgge
aggggagaag

ccagcagaag
tggagtccca

cagcgtggag
cacgttcggt

ggcggaggag
aagattcagg
tatgtgtctg
attgaaaaag
tactacactg
actttgtcac
ggtggaggct
gtgtcccggce

cagttcgtge

atagagcagg
cagactcacc
tctcacaccg
gggtaccacc
tcttggaccyg
gtagcggaogc
ctggagaacg
cacgctgtct
gaaatcacac
gagaccaggc
ggacaggagc
ctgagatggg
aagcctggcg
accatgaact
ccttacaatg
gacaagtcat
gtctatttct
accacggtca
ggatcggaca
gtcaccatga

tcaggcacct
ggtcgcttca

gctgaagatg
gctgggacaa

28

gatccggtgg
tttactcacg
ggtttcatcc
tggagcattc
aattcacccc
agcccaagat
ctggtggagg
ccggccgcagg
ggttcgacag

agggtccgga

gagtggacct
tccagaggat
agtacgcgta
cggcggacat
agttgagagc
ggaaggagac
ctgaccatga
tgacctggca
ctgcagggga
agagatacac
aggcttccgg
cttcagtgaa
gggtgaagca
gtgcttctag
ccagcacagc
gtgcaagggg
ccgtctectc
tcgagctcac
cctgcagtgc

cccccaaaag
gtggcagtgg

-atgcaactta

agttggaaat

cggaggttca
tcatccagca
atccgacatt
agacttgtct
cactgaaaaa
agttaagtgg
tggcagcggc
ggagccccgce
cgacgccgeg

gtattgggac

ggggaccctg

gtatggctgc
cgacggcaag
ggcagctcag
ctacctggag
gctgcagcgc.
agccaccctg
gcgggatggg
tggaaccttc
ctgccatgtg
aggtcaggta
gatatcctgc
gagccatgga
ctacaaccag
ctacatggac
gggttacgac
aggtgtaggc
tcagtctcca
cagctcaagt

atggatttat
gtctggaaac

ttactgccag

aaaataatga

60
120
180
240
300
360 -
420
480
540
600
660

720

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740

1800
1860

1920
1980
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REIVINDICACIONES

1. Una proteina de fusion que comprende aminoacidos consecutivos que, comenzando en el extremo
amino de la proteina, corresponden a aminoacidos consecutivos presentes en (i) un péptido restringido por CMH
humano de citomegalovirus, (ii) un primer enlazador peptidico, (iii) una 3-2 microglobulina humana, (iv) un segundo
enlazador peptidico, (v) una cadena HLA-A2 de una molécula CMH de clase | humana, (vi) un tercer enlazador
peptidico, (vii) una regién variable de una cadena pesada de un fragmento scFv de un anticuerpo, y (viii) una region
variable de una cadena ligera de tal fragmento scFv, en la que los aminoacidos consecutivos que corresponden a
(vii) y (viii) se unen juntos directamente por un enlace peptidico o por aminoacidos consecutivos que corresponden a
un cuarto enlazador peptidico, y el fragmento scFv se obtiene a partir de un anticuerpo que se une especificamente
a mesotelina, en el que los aminoacidos consecutivos tienen la secuencia aminoacidica expuesta en la SEQ ID NO:
2.

2. Una composicion que comprende la proteina de fusion de la reivindicacién 1, en la que la proteina de
fusion esta presente en la composicién en una cantidad terapéuticamente eficaz y un vehiculo farmacéuticamente
aceptable.

3. Una construccion de acido nucleico que codifica la proteina de fusién de la reivindicacion 1.

4. Un vector que comprende la construccion de acido nucleico de la reivindicacién 3.

5. Una célula transformada que comprende el vector de la reivindicacién 4.

6. Una preparacion aislada de cuerpos de inclusion expresados por bacterias que comprende mas del
30 por ciento en peso de la proteina de fusion de la reivindicacion 1.

7. Un proceso para producir la proteina de fusion de la reivindicacién 1 que comprende cultivar la célula
transformada de la reivindicaciéon 5, de manera que la proteina de fusién se exprese, y recuperar la proteina de
fusion.

8. La proteina de fusién de la reivindicacion 1, para su uso en inmunoterapia oncolégica eliminando
selectivamente una célula tumoral iniciando una respuesta inmune mediada por CTL contra la célula tumoral.

9. La proteina de fusion de la reivindicacion 1, para su uso de acuerdo con la reivindicacién 8, en la que
dicha célula tumoral expresa mesotelina sobre su superficie.

29
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Fig 1
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Fig 3
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Fig 6
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Fig 12
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Fig 13
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Fig 15
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Fig 16
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Fig 17
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Fig 17 continuacion
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Fig 18
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