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DESCRIPCION
Inmunotoxina recombinante dirigida a mesotelina

Antecedentes de la invencion

Las inmunotoxinas recombinantes (ITR) son proteinas terapéuticas modificadas por ingenieria genética que
combinan un fragmento de anticuerpo con una proteina citotdxica procedente de una fuente bacteriana o vegetal.
Las ITR se disefian como agentes selectivos para la eliminacion dirigida de células sin muchas de las toxicidades
secundarias asociadas con las estrategias quimioterapéuticas. Para el tratamiento de canceres pueden construirse
ITR fusionando el fragmento variable (Fv) de anticuerpos contra antigenos de superficie celular asociados a
tumores, con un fragmento de la exotoxina A de Pseudomonas (PE, Pseudomonas exotoxin). Las ITR que utilizan
un truncamiento de 38 kDa de la exotoxina A de Pseudomonas (PE38) han obtenido éxitos notables en ensayos
clinicos, pero tienen limitaciones que incluyen poca penetracion del tumor soélido, alta inmunogenicidad y toxicidades
inespecificas (Kreitman RJ y col., Clin Cancer Res., 15(16):5274-9 (2009; Hassan R y col., Clin Cancer Res.,
13(17):5144-9 (2007); Wayne AS y col., Clin Cancer Res., 16(6): 1894-903 (2010); Kreitman RJ y col., J Clin Oncol.,
27(18):2983-90 (2009); Sampson JH y col., Neuro Oncol., 10(3):320-9 (2008); Powell DJ Jr y col., J Immunol.,
179(7):4919-28 (2007); Kreitman RJ, J Clin Oncol., 23(27):6719-29 (2005); Pal LH y col., Nat Med., 2(3):350-3
(1996)).

En un esfuerzo por mejorar el resultado del tratamiento con las ITR, es importante tener un conocimiento sobre la
ruta de intoxicacion de PE para entender el disefio de estas proteinas. Las ITR se internalizan a través de
endocitosis mediada por receptores y el transito a través del sistema endolisosémico al Golgi, donde experimentan
transporte retrogrado al reticulo endoplasmico (RE). Durante esta fase de transito la toxina se activa mediante la
reduccion de un enlace disulfuro y la escision por la proteasa furina en un sitio en PE38, que separa el fragmento Fv
de PE. Posteriormente, la PE activada debe translocarse al citosol, donde ribosila el ADP e inactiva el factor de
elongacion 2, un componente esencial del aparato de traduccion. Esto detiene la sintesis de proteinas y
eventualmente conduce a la muerte celular (para una revisién de la ruta de intoxicaciéon de PE véase 9). Las
estrategias previas disefiadas para mejorar la actividad citotdxica de las ITR basadas en PE incluyen la sustitucion
de los restos C terminales de PE, REDLK (SEQ ID NO: 15), con la sefial candnica de retencion de RE KDEL (SEQ
ID NO: 16) (Seetharam S y col., J Biol Chem., 266 (26): 17376-81 (1991); Du X, Ho M, and Pastan I, J Immunother.,
30(6): 607-13 (2007); Rozemuller H. y col., Int J Cancer., 92 (6): 861-70 (2001); Kreitman RJ y Pastan I., Biochem J.,
307 (Pt 1): 29-37 (1995)). Se sabe que este cambio potencia la citotoxicidad de PE, presumiblemente mejorando la
eficiencia del transporte retrogrado al RE desde el Golgi. Esta estrategia es eficaz, pero normalmente también
potencia la toxicidad inespecifica de la ITR. Otra estrategia es potenciar la internalizacion productiva del complejo
ITR-receptor, y por lo tanto aumentar la cantidad de toxina en la célula, mejorando la afinidad entre EL Fv y su diana
(Salvatore G y col., Chn Cancer Res., 8(4):995-1002 (2002); Decker T y col., Blood., 103(7):2718-26 (2004)).

Mas recientemente, se ha disefiado una ITR resistente a proteasas para soportar la degradacion en el sistema
endolisosémico, una posible barrera para el tratamiento eficaz de la inmunotoxina (Johannes L and Decaudin D,
Gene Ther., 12(18): 1360-8 (2005); Fitzgerald D. Why toxins Semin Cancer Biol., 7(2): 87-95 (1996)). Esta ITR
variante "resistente a degradacion lisosomica" (LR) se produjo eliminando regiones de PE38 sensibles a proteasa y
dirigiéndolas al receptor CD22 de linfocitos B con un Fv anti-CD22 de alta afinidad procedente de la ITR HA22
(Weldon JE, Blood., 113(16): 3792-800 (2009)). La mutacion de LR no afect6é seriamente la actividad in vitro en las
lineas celulares, pero redujo enormemente la toxicidad inespecifica en ratones y potencio drasticamente la actividad
en células de pacientes con leucemia linfocitica crénica (LLC) in vitro. Adicionalmente, la variante LR elimina dos
grupos principales de epitopos de linfocitos B de raton (Onda My col., J Immunol., 177(12): 8822-34 (2006)) y sitios
de procesamiento de antigeno de PE38, ayudando a reducir su inmunogenicidad en ratones (Hansen JK y col., J
Immunother., 33(3): 297-304 (2010)). Debido a la naturaleza modular de las ITR, la variante LR de PE puede
dirigirse a otros antigenos asociados a tumores intercambiando un Fv por otro. Por consiguiente, la técnica que
desvela la reduccion en el dominio Il y Ib de PE ensefia, en general, las ventajas de eliminar de la molécula sitios
antigénicos y sensibles a proteasas. Esta técnica también ensefia, en general, las ventajas farmacocinéticas de las
ITR mas pequefias resultantes de estos cambios.

Un candidato diana clinicamente importante es la mesotelina antigénica asociada a tumor, que a menudo se expresa
en grandes cantidades en canceres que incluyen mesoteliomas y canceres del pulmén, ovario y pancreas. La
técnica anterior desvela un dsFV especifico de mesotelina fusionado a un sitio de escision de furina y el dominio 11l
de la exotoxina de Pseudomonas (W02009/032954; Weldon y col., 2009, Blood 113(16), p. 3792-3800). Hay una
necesidad de ITR mejoradas que se dirijan especificamente a células cancerosas que expresan mesotelina en sus
superficies. La presente invencion proporciona estas y otras necesidades proporcionando las ITR, composiciones
farmacéuticas, y dichas ITR y composiciones farmacéuticas para su uso en los procedimientos de tratamiento para
canceres que expresan o sobreexpresan mesotelina.

Breve sumario de la invenciéon

La presente divulgacion proporciona una exotoxina A de Pseudomonas ("PE") mejorada con inmunogenicidad
reducida, resistencia mejorada a proteasas lisosomales, y citotoxicidad mejorada para las células que expresan
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mesotelina.

La presente invencion se refiere a una molécula quimérica que se dirige a la mesotelina que comprende un
polipéptido de fusion que tiene la formula M-LI-FCS-FL-dominio 11l funcional de exotoxina de Pseudomonas (PE)
caracterizado porque el enlazador flexible (FL, del inglés flexible linker) consta de 3 a 8 restos de aminoacidos
continuos seleccionados independientemente de glicina y serina, en el que

(@) M es un anticuerpo que se une especificamente a mesotelina, o un fragmento del mismo que se une
especificamente a mesotelina;

(b) L1 consiste en de 1 a 10 restos de aminoacidos continuos;

(c) FCS es un sitio de escision de furina que consiste en restos de aminoacidos continuos capaces de escindirse
por furina;

(d) el dominio lll funcional de PE consiste en restos de aminoacidos continuos idénticos en secuencia a SEQ ID
NO: 1 desde la posicién 395 a la 613, que opcionalmente comprende

(i) una sustitucion de uno o mas restos correspondientes a 609-613 de SEQ ID NO: 1,

(i) una sustitucion de glicina, alanina, valina, leucina o isoleucina por arginina en una posicion
correspondiente a la posicion 490 de SEQ ID NO: 1,

(i) una sustitucion, independientemente, de alanina, glicina, serina o glutamina en lugar de uno o mas restos
correspondientes a los restos D403, R412, R427, E431, R458, D461, R505, E522, R538, R551, R576 y L597
de SEQ ID NO: 1

(iv) una sustitucion, independientemente, de alanina, glicina o serina en lugar de uno o mas restos
correspondientes a los restos D406, R432, R467, R490, R513, E548, K590 y 592 de SEQ ID NO: 1, o

(v) una combinacion de cualquiera de (i)-(iv). Adicionalmente la invencioén se refiere a una molécula quimérica
que se dirige a mesotelina que comprende un polipéptido de fusion que tiene la formula M-LI-FCS-FL-dominio
[l funcional de exotoxina de Pseudomonas (PE) caracterizado porque el enlazador flexible (FL) consiste en
de 3 a 8 restos de aminoacidos continuos seleccionados independientemente de glicina y serina, en el que

(a) M es un anticuerpo que se une especificamente a mesotelina, o un fragmento del mismo que se une
especificamente a mesotelina;

(b) L1 consiste en de 1 a 10 restos de aminoacidos continuos;

(c) FCS es un sitio de escision de furina que consiste en restos de aminoacidos continuos capaces de
escindirse por furina;

(d) el dominio Il funcional de PE consiste en restos de aminoacidos continuos idénticos en secuencia a
SEQ ID NO: 1 desde la posicion 395 a la 613, que opcionalmente comprende

(i) una sustitucion de uno o mas restos correspondientes a 609-613 de SEQ ID NO: 1,

(i) una sustitucion de glicina, alanina, valina, leucina o isoleucina por arginina en una posicion
correspondiente a la posicion 490 de SEQ ID NO: 1,

(iii) una sustitucion, independientemente, de alanina, glicina, serina o glutamina en el lugar de uno o
mas restos correspondientes a los restos D403, R412, R427, E431, R458, D461, R505, E522, R538,
R551, R576 y L597 de SEQ ID NO: 1

(iv) una sustitucion, independientemente, de alanina, glicina o serina en el lugar de uno o mas restos
correspondientes a los restos D406, R432, R467, R490, R513, E548, K590 y 592 de SEQ ID NO: 1, o
(v) una combinacién de cualquiera de (i)-(iv). Adicionalmente la presente invencion se refiere a un
polipéptido de fusién que tiene la formula FCS-FL-dominio Il funcional de exotoxina de Pseudomonas
(PE) caracterizado porque el enlazador flexible (FL) consiste en de 3 a 8 restos de aminoacidos
continuos seleccionados independientemente de glicina y serina, en el que:

(a) FCS consiste en restos de aminoacidos continuos idénticos en secuencia a SEQ ID NO: 1
desde la posicién 274 a la 284 o en la secuencia de aminoacidos RHRSKRGWEQL (SEQ ID NO:
29);

(b) El dominio Il funcional de la exotoxina de Pseudomonas (PE) consiste en los restos de
aminoacidos continuos idénticos en secuencia a SEQ ID NO: 1 desde la posicion 395 a la 613, que
opcionalmente comprende

(i) una sustitucion de uno o mas restos correspondientes a 609-613 de SEQ ID NO: 1,

(i) una sustitucion de glicina, alanina, valina, leucina o isoleucina por arginina en una posicion
correspondiente a la posicion 490 de SEQ ID NO: 1,

(i) una sustitucion, independientemente, de alanina, glicina, serina o glutamina en el lugar de
uno o mas restos correspondientes a los restos D403, R412, R427, E431, R458, D461, R505,
E522, R538, R551, R576 y L597 de SEQ ID NO: 1

(iv) una sustitucién, independientemente, de alanina, glicina o serina en el lugar de uno o mas
restos correspondientes a los restos D406, R432, R467, R490, R513, E548, K590 y 592 de
SEQIDNO: 1,0

(v) una combinaciéon de cualquiera de (i)-(iv). Adicionalmente la invencion se refiere a un
polipéptido de fusién que tiene la formula FCS-FL-dominio Il funcional de PE, caracterizado
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porque el enlazador flexible (FL) consta de 3 a 8 restos de aminoacidos continuos
seleccionados independientemente de glicina y serina, en el que:

(a) FCS consiste en restos de aminoacidos continuos idénticos en secuencia a SEQ ID NO:
1 desde la posicion 274 a la 284 o en la secuencia de aminoacidos RHRSKRGWEQL (SEQ
ID NO: 29);

(b) EI dominio lll funcional de la exotoxina de Pseudomonas (PE) consiste en restos de
aminoacidos continuos idénticos en secuencia a SEQ ID NO: 1 desde la posicion 395 a la
613, que opcionalmente comprende

(i) una sustitucion de uno o mas restos correspondientes a 609-613 de SEQ ID NO: 1,
(ii) una sustitucion de glicina, alanina, valina, leucina o isoleucina por arginina en una
posicion correspondiente a la posicion 490 de SEQ ID NO: 1,

(iii) una sustitucion, independientemente, de alanina, glicina, serina o glutamina en el
lugar de uno o mas restos correspondientes a los restos D403, R412, R427, E431,
R458, D461, R505, E522, R538, R551, R576 y L597 de SEQ ID NO: 1,

(iv) una sustitucion, independientemente, de alanina, glicina, serina o glutamina en el
lugar de uno o mas restos correspondientes a los restos D406, R432, R467, R490,
R513, E548, K590 y Q592 de SEQ ID NO: 1, 0

(v) una combinacion de cualquiera de (i)-(iv). Estructuralmente, la PE mejorada de la
divulgacion tiene el dominio | de PE eliminado, la mayor parte del dominio Il de PE
eliminado y un dominio Il funcional de PE, opcionalmente, con sustituciones a) del
dominio Ill de PE de las posiciones de restos de aminoacidos D406, R432, R467, R490,
R513, E548, K590 y/o Q592 con una glicina, alanina o serina y/o b) del dominio Ill de PE
de las posiciones de restos de aminoacidos D403, R412, R427, E431, R458, D461,
R505, E522, R538, R551, R576 y/o L597 por glicina, serina o alanina. La mejora radica
en la insercion de un enlazador peptidico flexible ("FL") y corto de 3 a 8 aminoacidos de
longitud y consta de los restos de glicina y/o serina en secuencia entre el sitio de
escision de furina y el dominio Ill funcional de PE de la PE mejorada. Por consiguiente,
el enlazador corto consta de restos de glicina y/o serina. El enlazador es un péptido de
férmula: (Xaa1), en la que cada Xaal se selecciona independientemente de glicina y
serina y n varia de 3 a 8. Las moléculas de PE mejoradas de la divulgacion conservan
una alta actividad citotdxica con la eliminacién de epitopos de linfocitos B.
Sorprendentemente, la inclusién del enlazador flexible corto mejora la citotoxicidad de la
molécula sin alterar sustancialmente la escision de la molécula por furina. Las moléculas
de PE mejoradas se ilustran como ejemplo en las realizaciones particulares de la
divulgacién a las que se hace referencia en el presente documento como (LR/FL/8X,
SEQ ID NO: 4) y LR/FL/8M (SEQ ID NO: 5). Ademas, hay realizaciones, en las que las
moléculas PE tienen una o mas mutaciones en su dominio Il funcional como se
encuentra en las SEQ ID NO: 4 o 5 en comparacion con el dominio funcional de la PE
de SEQ ID NO: 1. En realizaciones adicionales, se contemplan sustituciones adicionales
en uno o mas restos correspondientes a 609-613 de SEQ ID NO: 1 que también tienen
una funcién de retencion del reticulo endoplasmico de la secuencia natural. En otras
realizaciones adicionales, el sitio de escision de furina del dominio Il de PE se modifica o
se sustituye por otro sitio de escision de furina.

En algunas realizaciones adicionales, en consonancia con cualquiera de lo anterior, la PE comprende un dominio Il
funcional que tiene una o mas mutaciones en el dominio funcional de una toxina PE de SEQ ID NO: 2 (posiciones 12
a 230) o se selecciona de la siguiente tabla que elimina uno o mas epitopos del dominio Il de PE:

Tabla 2

Epitopo eliminado Mutaciones

2 R467A

R432G, D406A

R490A

E548A, R513A

N o o b

K590S, Q592A

*Se describen epitopos, por ejemplo, en Onda, y col., Proc Natl Acad Sci USA. 2008 105(32): 11311-6 y en el
documento WO 2007/016150.
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En un aspecto relacionado, la divulgacién describe ITR ("las ITR de la divulgacion") que son moléculas quiméricas
que comprenden (a) un residuo que se dirige a mesotelina conjugado o fusionado con (b) una exotoxina A de
Pseudomonas ("PE") modificada como se ha indicado anteriormente. En algunas realizaciones, el residuo es un
anticuerpo seleccionado del grupo que consiste en un scFv, un dsFv, un Fab, un anticuerpo de dominio sencillo y un
F(ab’);, o un polipéptido que comprende las CDR del anticuerpo. SS1 y MORab-0.09 son residuos de
direccionamiento preferidos. Ademas, el anticuerpo antimesotelina puede comprender una cadena pesada variable
("VH") y una cadena ligera variable ("V."), teniendo cada una de las cadenas V4 y Vi una primera, una segunda y
una tercera region determinante de la complementariedad ("CDR"), en la que la primera CDR ("CDR1"), la segunda
CDR ("CDR2") y la tercera CDR ("CDR3"), respectivamente, de dicha cadena pesada tiene la secuencia de restos
de aminoacidos mostrada para CDR1 (GYTMN; SEQ ID NO: 51), CDR2 (LITPYNGASSYNQKFRG; SEQ ID NO: 52)
y CDR3 (GGYDGRGFDY; SEQ ID NO: 53), y en la que las CDR 1, 2 y 3 respectivamente, de dicha cadena V,
tienen la secuencia de restos de aminoacidos mostradas para CDR1 (SASSSVSYMH; SEQ ID NO: 54), CDR2
(DTSKLAS; SEQ ID NO: 55) y CDR3 (QQWSGYPLT; SEQ ID NO: 56). En algunas realizaciones, la CDR3 de la
cadena ligera se modifica y tiene la secuencia QQWSKHPLT (SEQ ID NO: 57), QQWSGHPLT (SEQ ID NO: 58),
QQWSAHPLT (SEQ ID NO: 59), QQWSQIPLT (SEQ ID NO: 60), QQWGFNPLT (SEQ ID NO: 61), QQWGTNPLT
(SEQ ID NO: 62), QQWGSHPLT (SEQ ID NO: 63), QQWGDFPLT (SEQ ID NO: 64), QQWGDFPLT (SEQ ID NO:
65), QQWSAHPLT (SEQ ID NO: 66) o QQWSGYPTT (SEQ ID NO: 67). En algunas realizaciones adicionales, el
anticuerpo antimesotelina es un scFv, dsFv, un Fab o un F(ab’),. En algunas otras realizaciones adicionales, el
anticuerpo antimesotelina para utilizar en la ITR comprende una sustitucion de aminoacido de al menos un
aminoacido en una CDR seleccionada del grupo que consiste en V| CDR1, V. CDR2, V4 CDR1 y Vy CDR2, estando
dicho aminoacido codificado por un codén que comprende un nucleétido que pertenece a un motivo de punto
caliente seleccionado de AGY o RGYW, enelque ResA0oG,YesCoTyWesAoT.

En un aspecto adicional, la divulgacién describe composiciones farmacéuticas que comprenden

(a) una ITR de la divulgacion como se ha descrito anteriormente y (b) un transportador farmacéuticamente
aceptable.

En un aspecto relacionado, la divulgacién describe acidos nucleicos aislados que codifican un FL de una exotoxina A
de Pseudomonas ("PE") o una ITR descrita anteriormente. En algunas realizaciones, el acido nucleico codifica
adicionalmente todo o un fragmento (una cadena ligera o pesada variable o CDR) del anticuerpo que se dirige a
mesotelina.

Por consiguiente, en un primer grupo de realizaciones, la divulgacion describe exotoxinas A de Pseudomonas ("PE)
modificadas, que comprenden una secuencia polipeptidica continua de la siguiente férmula: FCS-FL-dominio I
funcional de PE o LI-FCS-FL-dominio Il funcional de PE, en la que L1 consta de una secuencia peptidica continua
de 1 a 10 restos de aminoacidos de longitud; FCS representa el sitio o la secuencia de escision de furina (por
ejemplo RHRQPRGWEQL; SEQ ID NO: 17) u otra secuencia que pueda escindirse con furina; y FL representa una
secuencia peptidica de enlazador flexible que consta de 3 a 8 restos de aminoacidos seleccionados
independientemente de glicina y serina; y el dominio Il funcional de PE comprende los restos 395-613 de SEQ ID
NO: 1, que opcionalmente comprende (i) sustituciones en uno o mas restos que corresponden a 609-613 de SEQ ID
NO: 1, (ii) una sustitucion de glicina, alanina, valina, leucina o isoleucina por arginina en una posiciéon que
corresponde a la posicion 490 de SEQ ID NO: 1, (iii) una sustitucion de uno o mas restos que corresponden a los
restos de SEQ ID NO: 1, cuyos restos de SEQ ID NO: 1 conservan la inmunogenicidad de un epitopo o subepitopo
del dominio lll de PE, o (iv) una combinacion de cualquiera de (i)-(ii). En realizaciones preferidas, el dominio
funcional de PE es el dominio funcional de PE de LR/FL/8X (SEQ ID NO: 4) o de LR/GGS/8M (SEQ ID NO: 3).

En un grupo adicional de realizaciones, la divulgacion proporciona moléculas quiméricas o IRT que comprenden (a)
un ligando o residuo de direccionamiento, cuyo ligando se une especificamente a mesotelina en una superficie
celular, conjugado o fusionado con (b) una exotoxina A de Pseudomonas (PE) modificada como se ha descrito
anteriormente. En algunas realizaciones, el ligando es un anticuerpo o un fragmento del mismo que conserva la
capacidad de reconocimiento por el antigeno. En realizaciones preferidas, los anticuerpos proceden de un
anticuerpo parental SS1. Preferentemente, la ITR es SS1-LR/GGS/8X que tiene un FL GGS insertado entre el sitio
de escision de furina, FCS y el dominio Il funcional. Por consiguiente, estas ITR pueden comprender una cadena
ligera variable de SS1 de SEQ ID NO: 6 y una secuencia de inmunotoxina recombinante de cadena pesada variable
de SS1 de SEQ ID NO: 8 o de SEQ ID NO: 9 en la que las cadenas ligera y pesada variables de SS1 forman un
anticuerpo estabilizado con disulfuro.

En otro grupo adicional de realizaciones, la divulgacion proporciona procedimientos terapéuticos de destruccion de
células diana o de inhibicién del crecimiento de células diana que expresan o sobreexpresan mesotelina en el
exterior de la célula. Los procedimientos comprenden poner en contacto las células con las ITR de la invencién. La
mesotelina es un antigeno de diferenciaciéon presente en la superficie de canceres de ovario, mesoteliomas y
diversos otros tipos de canceres humanos. Las ITR de la divulgacion pueden utilizarse, por ejemplo, in vitro o in vivo
para destruir o inhibir el crecimiento de canceres de ovario, estomago, células escamosas, mesoteliomas y otras
células malignas que expresan mesotelina. Las ITR de la invencion se contemplan para su uso en un procedimiento
de tratamiento de pacientes que tienen estas afecciones y que necesitan dicho tratamiento.
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En otro grupo adicional de realizaciones, la divulgacion proporciona acidos nucleicos que codifican las PE mutadas y
las ITR descritas anteriormente.

En algunas realizaciones de cualquiera de lo anterior el enlazador flexible es GGS o0 GGSGGS (SEQ ID NO: 18).

En otras realizaciones adicionales mas, el anticuerpo se selecciona del grupo que consiste en un scFv, un dsFv, un
Fab, un anticuerpo de dominio sencillo y un F(ab’),. En algunas realizaciones adicionales de lo anterior, el anticuerpo
es SS1 o un SS1 modificado por ingenieria genética (un scFv, un dsFv, un Fab, un anticuerpo de dominio sencillo, o
un F(ab’), del anticuerpo SS1, o uno o mas fragmentos que proporcionan las porciones CDR del anticuerpo SS1). En
algunas realizaciones, las CDR del anticuerpo se utilizan como residuo de direccionamiento. En algunas
realizaciones, el anticuerpo es humano o esta humanizado. En algunas realizaciones, la PE modificada es
LR/GGS/8M (SEQ ID NO: 3) o LR/(Xaa1)«/8X (SEQ ID NO: 4) o LR/(Xaa1)./8M (SEQ ID NO: 5). En algunas
realizaciones adicionales, la molécula quimérica es SS1-LR/GGS/8X (SEQ ID NOS: 6 y 7) o SS1-LR/GGS/8M (SEQ
ID NO: 6 y 8) en la que sus residuos de direccionamiento respectivos comprenden las porciones V| y Vy del
anticuerpo SS1.

Otras realizaciones seran obvias para los expertos habituales y se describen en el presente documento.

Por consiguiente, en algunas realizaciones, la divulgacion proporciona una molécula quimérica que comprende un
fragmento de anticuerpo antimesotelina directamente unido en secuencia a un primer enlazador peptidico de 3 a 8
aminoacidos de longitud que se une directamente en secuencia al sitio de escision del polipéptido furina
RHRQPRGWEQL (SEQ ID NO: 17) que se une directamente en secuencia a un segundo enlazador peptidico que
consta de 3 a 6 aminoacidos seleccionados de Gly y Ser y que se une directamente en secuencia al aminoacido N
terminal de un dominio Ill funcional de la exotoxina A de Pseudomonas. En algunas realizaciones adicionales, el
dominio funcional es el dominio Ill de LR o LR/8M y el fragmento de un anticuerpo es el dsFv de SS1-LR. En
algunas realizaciones, en las que el primer enlazador (L1) peptidico esta directamente unido en secuencia al
extremo carboxilo de la porcién VH del dsFv. También se proporcionan composiciones farmacéuticas de las
moléculas quiméricas asi como dichas composiciones para su uso en un procedimiento de tratamiento de un cancer
que sobreexpresa mesotelina en un sujeto que lo necesita. En realizaciones adicionales, el cancer es un
adenocarcinoma de pulmon, un carcinoma de ovario, un mesotelioma o un carcinoma epidermoide.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1. Inmunotoxinas recombinantes. (A) La inmunotoxina recombinante SS1P consta de cadenas
polipeptidicas pesada (VH) y ligera (VL) estabilizadas con disulfuro (ds) del fragmento variable (Fv) del
anticuerpo monoclonal antimesotelina SS1 acoplado a un fragmento de 38 kDa de exotoxina A de Pseudomonas
(PE38) mediante un enlazador peptidico corto (ASGG; SEQ ID NO: 19) de la cadena pesada. PE38 esta
compuesto por el dominio I, el dominio Il y un fragmento de dominio Ib de la exotoxina A de Pseudomonas
natural. El dominio Il incluye un bucle expuesto a disolvente, unido por cisteinas que forman un enlace disulfuro,
que contiene un sitio de escision de furina proteasa (RHRQPRGWEQL; SEQ ID NO: 17). (B) La variante
resistente a degradacion lisoséomica de SS1P, SS1-LR, carece del dominio Ib y del dominio Il de PE, excepto por
un tramo de 11 restos que contiene el sitio de escision de furina del dominio Il. Se crearon diversas
construcciones con mutaciones (subrayadas) alrededor del sitio de escision de furina de SS1-LR (SEQ ID NOS:
20-24).

Figura 2. Citotoxicidad de SS1-LR en lineas celulares positivas a mesotelina. Se incubaron las lineas celulares
L55, NCI-H322M, HAY, KB31, M30, A431/K5, OVCAR-8 y A1847 con concentraciones crecientes de SS1P
(circulos blancos, linea continua) o de SS1-LR (cuadrados blancos, linea discontinua). Después de 3 dias se
evaluo la viabilidad celular con un ensayo colorimétrico WST-8, y se normalizé entre controles tratados y no
tratados con ciclohexamida. Se representan graficamente los valores medios y los errores tipicos de seis
repeticiones. SS1-LR comprende la cadena polipeptidica V. de SS1 estabilizada con disulfuro de SEQ ID NO: 6 y
la cadena polipeptidica de VH-PE SS1 de SEQ ID NO: 74.

Figura 3. Altas dosis de SS1-LR tienen fuerte actividad antitumoral. Ratones lampifios (nude) con tumores de
xenoinjerto A431/K5 se trataron por via intravenosa los dias 5, 7 y 9 después de la implantacion con tampon RIT
(HSA al 0,2 % en PBS; cruces, linea continua), 0,3 mg/kg de SS1P (circulos blancos, linea continua) o de SS1-
LR a dosis de 6 (cuadrados blancos, linea continua) o 15 (cuadrados negros, linea discontinua) mg/kg. Las
flechas indican dias en los que se administré el tratamiento. El tamafio del tumor se midié durante un ciclo de 22
dias. Los puntos representan el tamafio medio del tumor de todos los ratones en el grupo de tratamiento (n = 6).
Las barras de error indican el error tipico de cada valor medio.

Figura 4. Procesamiento de inmunotoxina internalizada. Células A431/K5 se incubaron ininterrumpidamente con
(A) SS1P o (B) SS1-LR, se produjo la lisis a diversos momentos de 0 a 24 horas y se analizaron mediante
transferencia de Western SDS-PAGE no reductora con un anticuerpo anti-PE. Se indican bandas de longitud
completa, reducida y escindidas con furina. (C) La intensidad de la banda escindida con furina relativa a la
intensidad total de todas las bandas A cada momento se muestra para SS1P (circulos blancos, linea continua) y
SS 1-LR (cuadrados blancos, linea discontinua).
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Figura 5. La adicion de un enlazador flexible potencia la citotoxicidad de SS1-LR. Las lineas celulares (A) KB31y
(8) NCI-H322M se incubaron con concentraciones crecientes de SS1P (circulos blancos, linea continua), SS1-LR
(cuadrados blancos, linea discontinua), SS1-LR/GGS (rombos blancos, linea continua) o SS1-LR/GGS R279G
(hexagonos rellenos, sin linea). Después de 3 dias, se evalud la viabilidad celular con un ensayo colorimétrico
WST-8, y se normalizé entre los controles tratados y no tratados con ciclohexamida. Se representan
graficamente los valores medios y los errores tipicos de seis repeticiones.

Figura 6. Citotoxicidad de SS1-LR/GGS/8M en células de pacientes. Células cultivadas de liquido pleural o
ascitis de pacientes con mesotelioma se sembraron en placa con concentraciones crecientes de las ITR SS1P
(barra blanca) o SS1-LR/GGS/8M (barra gris). Después de 4 dias, las células se fijaron y tifieron con violeta de
cristal para detectar las células intactas. La absorbancia resultante a 595 nm se normalizé frente a un control no
tratado. Se representan graficamente los valores medios y los errores tipicos de tres repeticiones. Sin asterisco
=p>0,05*=p<0,05 *=p<0,01; **=p < 0,001.

Figura 7. Comportamiento in vivo de SS1-LR/GGS/8M. A) Actividad antitumoral de SS1-LR/GGS/8M. Ratones
lampifios con tumores de xenoinjerto L55 se trataron por via intravenosa los dias 7, 9 y 12 después de la
implantacién con tampén RIT (HSA al 0,2 % en D-PBS; cruces, linea continua), 0,4 mg/kg de SS1P (circulos
blancos, linea continua) o SS1-LR/GGS/8M a dosis de 0,4 (cuadrados blancos, linea discontinua) o 2,5
(cuadrados negros, linea discontinua) mg/kg. Las flechas indican dias en los que se administré el tratamiento. El
tamano del tumor se midié durante un ciclo de 30 dias. Los puntos representan el tamafo medio del tumor de
todos los ratones en el grupo de tratamiento (n = 7). Las barras de error indican el error tipico de cada valor
medio. B) Modelo de rata de sindrome de filtracién capilar. Las ratas se trataron por via intravenosa con PBS,
SS1P o SS1-LR/GGS/8M, se observaron después de 24 horas y posteriormente se sacrificaron. El liquido
toracico de los animales a los que se realizé la eutanasia se recogio y se midi6. Los pulmones de diversas ratas
se fijaron, se seccionaron y se tifieron con hematoxilina y eosina. C) Se muestran graficos representativos a
200X de aumento. D) Parametros farmacocinéticos de SS1-LR/GGS/8M. A ratones BalbC se les inyecto por via
intravenosa 10 pg de SS1P o SS1-LR/GGS/8M y se extrajo la sangre a diversos intervalos entre 2 y 60 minutos
desde el tiempo de inyeccion. La concentracion de inmunotoxina en el suero a los diversos intervalos se
determin6 por ELISA y se ajustd a una sola funcién de degradacion exponencial. Se indica la semivida (t1,2)
correspondiente. Cada punto es la concentracion de inmunotoxina en el suero de un ratén, y se determino
concentracion a cada intervalo de tiempo de al menos dos ratones diferentes.

Figura 8. Antigenicidad humana de SS1-LR/GGS/8M. La reactividad de SS1P y SS1-LR/GGS/8M con
anticuerpos preexistentes en sueros humanos se compard utilizando un ensayo de desplazamiento para
determinar la concentracién a la cual las dos ITR reducian la sefial de un ELISA para detectar anticuerpos en
suero al 50 % (CI50). En esta figura, los valores de Cls relativos de SS1P con respecto a SS1-LR/GGS/8M se
representan graficamente. La antigenicidad de SS1-LR/GGS/8M se reduce drasticamente con respecto a SS1P
en todos los sueros.

Figura 9. Resumen de citotoxicidad de SS1-LR/GGS/8M en células de pacientes. Viabilidad relativa frente a
tratamiento. Células cultivadas de liquido pleural o ascitis de pacientes con mesotelioma se sembraron en placas
con concentraciones crecientes de SS1P (barra blanca) o de SS 1-LR/GGS/8M (barra gris). Después de 4 dias,
las células se fijaron y se tifieron con violeta de cristal para detectar las células intactas. La absorbancia
resultante a 595 nm se normaliz6 frente a un control no tratado. Se representan graficamente los valores medios
y los errores tipicos de tres repeticiones. Los asteriscos indican diferencias significativas de p < 0,01 (**) o p <
0,001 (***).

Descripcion detallada de la invenciéon

La presente divulgacién proporciona una variante menos téxica y menos inmunogénica de las ITR antimesotelina
basada en la ITR SS1P antimesotelina basada en PE. Nuestra evaluacion inicial de SS1-LR, generada basandose
en un trabajo previo con la ITR HA22-LR anti-CD22 basada en PE (Weldon y col., Blood 113 (6): 3792-3800)
(2009)), mostré actividad muy variable en una seleccion de lineas celulares que expresaban mesotelina in vitro En
un ensayo de tumor de xenoinjerto de raton A431/K5, la SS1-LR (SEQ ID NO: 6 y 7) era menos activa que la SS1P,
pero la SS1-LR podria administrarse a dosis mucho mas altas para lograr una regresién tumoral significativa.
Mientras se exploraban las razones de su actividad altamente variable en relacion con SS1P, se estudid la
internalizacion y el procesamiento de SS1-LR y se encontré que la proporcion de SS1-LR escindida por furina fue
mucho menor que la de SS1P. Esto sugirié que la disminucion de la escision de furina podria limitar la actividad de
SS1-LR, y hemos disefiado y producido varios mutantes para probar esta hipétesis. La adicion de un enlazador corto
de Gly-Gly-Ser después del sitio de escision de furina potencié la actividad de SS1-LR en lineas celulares, pero
sorprendentemente la citotoxicidad potenciada no correspondia a una escisién de furina potenciada. La presente
divulgacion se refiere a este descubrimiento sorprendente de la importancia de un enlazador corto, flexible para la
citotoxicidad de una construccion de ITR antimesotelina independiente de cualquier efecto sobre la escisién de PE
por furina. En otros trabajos, se incorporaron 8 mutaciones puntuales que se ha demostrado que reducen la
inmunogenicidad de PE en SS1-LR/GGS y después se ensayd la molécula en células malignas primarias de
pacientes con mesotelioma. La molécula final, SS1-LR / GGS / 8M (SEQ ID NO: 6 y 8) demostr6 una citotoxicidad
similar a SS1P. Ademas, la ITR de acuerdo con la divulgaciéon puede proporcionar una toxicidad inespecifica
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notablemente reducida (por ejemplo, sindrome de filtracion capilar) en mamiferos.

Se observo una diferencia de aproximadamente 20 veces en el efecto antitumoral entre SS1-LR y SS1P utilizando
un modelo de ratén de tumor de xenoinjerto A4311K5 in vivo. Esta diferencia no puede atribuirse totalmente a la
citotoxicidad, ya que los datos de citotoxicidad in vitro indican una disminucion de 4 veces en la citotoxicidad en
células A431/K5. En su lugar, el resto de esta diferencia se debe probablemente a las propiedades farmacocinéticas
de SS1-LR en ratones. Hemos demostrado previamente que HA22-LR tiene una semivida en suero 2 veces mas
corta en ratones que HA22 (7,8 frente a 14,6 minutos, respectivamente), y se postulé que la diferencia se debid a un
aumento de la filtracion renal de la molécula LR mas pequeiia (Weldon JE, Blood., 113(16): 3792-800 (2009)).
Examinando el area bajo la curva de degradacion, esta diferencia en la semivida sugiere una diferencia de 4 veces
en la proteina disponible en el transcurso de una hora. Por lo tanto, la diferencia de actividad in vivo puede atribuirse
tanto a la disminucion de la citotoxicidad como a una semivida mas corta.

Aunque la SS1-LR demostré una menor actividad antitumoral que la SS1P in vivo, su toxicidad inespecifica también
se redujo enormemente en los ratones. Aprovechamos esta propiedad para aumentar drasticamente la dosis de
SS1-LR sobre SS1P (50 veces) en el ensayo de tumor de xenoinjerto, lo que conduce a un efecto antitumoral
enormemente potenciado. Los experimentos anteriores han mostrado varias veces que la DL50 intravenosa de una
sola dosis de SS1P es de 1,0 mg/kg en ratones Balb/C (Filpula D y col., Bioconjug Chem., 18 (3): 773-84 (2007)) y
de 0,75 mg/kg en ratones Swiss NIH (Onda M y col., Cancer Res., 61(13): 5070-7 (2001)). Utilizando un programa
de dosificacion C2Dx3 similar al programa clinico, los ratones han tolerado una dosis maxima de 0,3 mg/kg de SS 1
P (observaciones no publicadas).Sin embargo, la SS1-LR, se administré D2Dx3 en el experimento antitumoral de
xenoinjerto A431/K5 a una dosis de 15 mg/kg sin efecto adverso. Anteriormente, una sola dosis intravenosa de
HA22-LR a 20 mg/kg no mostro toxicidad para los ratones (Weldon JE, Blood., 113 (16): 3792-800 (2009)), y hemos
administrado dosis Unicas de HA22-LR hasta de 45 mg/kg a los ratones sin causar la muerte (observaciones no
publicadas). Aunque ninguna molécula LR ha sido probada clinicamente, este efecto sugiere que las ITR variantes
LR pueden tener una toxicidad disminuida en pacientes humanos, lo que podria prevenir toxicidades limitantes de
dosis y permitir administrar dosis mas altas.

Aunque la SS1-LR fue eficaz in vitro e in vivo, nos preocupd la disminucion general de la actividad relativa a la
SS1P. Una posible explicacion de esta disparidad es una diferencia en la ruta de intoxicacion intracelular. La
variante LR de PE38 contiene deleciones extensas en el dominio Il y Ib de PE, y estas deleciones podrian haber
afectado negativamente a la capacidad de transito de la PE al citosol. Curiosamente, nuestros experimentos iniciales
para detectar la PE de longitud completa y procesada en lisados de células tratadas con SS1P y SS1-LR mostraron
una diferencia drastica en la cantidad de ITR procesada por furina. Se proces6 una gran fraccion de la ITR total en
células tratadas con SS1P, pero solo una pequefa fraccion de la ITR total en células tratadas con SS1-LR. Este
resultado sugiere que la escasa escision de furina podria limitar la actividad de SS1-LR, y se propuso mejorar esta
etapa de la ruta de intoxicacion de PE.

Los esfuerzos para aumentar la citotoxicidad de SS1-LR aumentando la accesibilidad del sitio de escisién de furina
produjeron una ITR mas activa, pero no pudimos demostrar escisién de furina potenciada. La adicion de un
enlazador Gly-Gly-Ser corto (SS1-LR/GGS, Fig. 1B), de un enlazador mas largo (SS1-LR/GGSx2, Fig. 1B) o de una
repeticion del sitio de furina flanqueado por enlazadores Gly-Gly-Ser cortos (SS1-LR/2xFurina, Fig. 1B) todos
concedieron un aumento moderado de citotoxicidad. Sin embargo, ninguna de estas moléculas potencio la
proporcion de SS1-LR escindida con furina en células A431/K5 tratadas o aumento la velocidad de escision de furina
in vitro. Se llegd a la conclusion de que la adicion de un enlazador debe aumentar la citotoxicidad a través de otro
mecanismo, tal vez relacionado con el transito intracelular de la molécula en las células ensayadas.

Estos experimentos también demostraron la absoluta necesidad de escision de furina para conservar la citotoxicidad
de SS1P. Una mutacion puntual en SS1-LR / GGS que cambio una arginina esencial para la escision a glicina (SS1-
LR/GGS R279G, Fig. 1B) produjo una proteina que no fue escindida por furina. Esta ITR no mostré actividad en
ninguna de las células NCI-H322M ni KB31. La necesidad de escision de furina en la ruta de intoxicacion por PE ha
sido cuestionada recientemente (Morlon-Guyot J y col., Infect Immun., 77 (7): 3090-9 (2009)), pero existen muchas
pruebas de que la furina desempeifia un papel crucial durante la intoxicacion (Ornatowski W y col, J Clin Invest, 117
(11): 3489-97 (2007); Shiryaev SA 'y col., J Biol Chem, 282 (29): 20847-53 (2007); Sarac MS y col., Infect Immun, 70
(12): 7136-9 (2002); Chiron MF, Fryling CM y FitzGerald D, J Biol Chem, 272 (50): 31707-11 (1997); Gu M y col.,
Infect Immun., 64 (2): 524-7 (1996 ), Inocencio NM, Moehring JM y Moehring TJ, J Biol Chem., 269 (50): 31831-5
(1994 ); Moehring JM y col., J Biol Chem., 268 (4): 2590-4 (1993)). En el caso aqui presentado, la intoxicacion por
PE fracasa sin contener un sitio adecuado para el procesamiento de furina. La investigacion esta en curso para
explorar la relacién entre la escision de furina y la citotoxicidad.

Una linea de investigacion distinta en nuestro laboratorio ha producido recientemente una variante de HA22, HA22-
LR-8M, que tiene inmunogenicidad extremadamente baja debido a la eliminacion de epitopos de linfocitos B (Onda
M y col., Presentado para publicaciéon en PNAS). HA22-LR-8M contiene las mismas deleciones que la variante LR
de PE, pero también incorpora ocho mutaciones puntuales en el dominio de PE. Estas mutaciones se colocaron en
SS1P para generar SS1-LR/GGS/8M. Las unicas diferencias entre HA22-LR-8M y SS1-LR/GGS/8M son el
anticuerpo Fv y el enlazador GGS después del sitio de escision de la furina. Dado que la inmensa mayoria de la
respuesta inmunitaria contra las ITR esta dirigida a PE, SS1-LR/GGS/8M debe exhibir Inmunogenicidad
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similarmente reducida.

La citotoxicidad de SS1-LR/GGS/8M se compar6 con la de SS1P en células malignas primarias de pacientes con
mesotelioma, y los resultados mostraron que SS1-LR/GGS/8M tenia citotoxicidad comparable a, o mejor que, la de
SS1P. Ademas de una buena actividad, SS1-LR/GGS/8M tiene posibles ventajas sobre SS1P que incluyen
disminucion de la toxicidad inespecifica y baja inmunogenicidad. Los experimentos descritos en el presente
documento sugieren que SS1-LR/GGS/8M seria un excelente candidato para la clinica debido a su baja
inmunogenicidad, baja toxicidad inespecifica y buena citotoxicidad.

Definiciones

Las unidades, prefijos y simbolos se indican en su forma aceptada por el Sistema de Unidades Internacional (Sl) Los
intervalos numéricos se incluyen en los numeros que definen el intervalo. A menos que se indique otra cosa, los
acidos nucleicos se escriben de izquierda a derecha en orientacion 5’ a 3’; las secuencias de aminoacidos se
escriben de izquierda a derecha en orientacion amino a carboxilo. Los encabezamientos proporcionados en el
presente documento no son limitaciones de los diversos aspectos o realizaciones de la divulgacion, que pueden
hacerse por referencia a la memoria descriptiva en su conjunto. Por consiguiente, los términos definidos
inmediatamente a continuaciéon se definen mas completamente por referencia a la memoria descriptiva en su
totalidad.

La exotoxina A de Pseudomonas (“PE”) natural es una proteina monomérica extremadamente activa (peso
molecular 66 kD), secretada por Pseudomonas aeruginosa, que inhibe la sintesis de proteinas en células eucariotas.
La secuencia de PE natural se expone en la SEQ ID NO: 1 de la patente de Estados Unidos n.° 5.602.095. El
procedimiento de accion es la inactivacion del factor 2 de elongacion (EF- 2) por ADP ribosilacion. La exotoxina
contiene tres dominios estructurales que actdan al unisono causando citotoxicidad. El dominio la (aminoacidos 1-
252) actia como mediador en la unién celular. ElI dominio Il (aminoacidos 253-364) es responsable de la
translocacion en el citosol y el dominio Il (aminoacidos 400-613) actia como mediador en la ADP ribosilacion del
factor 2 de elongacion. La estructura original de PE clasifica el dominio Il como los restos 405-613, no 400-613.
Allured VS, Collier RJ, Carroll SF & McKay DB, Proc Natl Acad Sci USA 83, 1320-1324 (1986). La funcion del
dominio Ib (aminoacidos 365-399) sigue siendo indefinida, aunque una gran parte del mismo, aminoacidos 365-380,
puede deleccionarse sin pérdida de citotoxicidad. Véase Siegall, y col., J Biol Chem 264: 14256-61 (1989). En la
técnica se conocen numerosas modificaciones de este tipo e incluyen, pero sin limitacion, la eliminacion del dominio
la, diversas deleciones de aminoacidos en los dominios Ib, Il y 1lI, sustituciones de aminoacidos sencillos y la adicion
de una o mas secuencias en el extremo carboxilo, tales como KDEL (SEQ ID NO: 16) y REDL (SEQ ID NO: 26).
Véase Siegall, y col., J. Biol. Chem. 264: 14256-14261 (1989). Las inmunotoxinas de la presente divulgacion tienen
la capacidad de efectuar la translocacion y ribosilacion del factor 2 de elongacion, EF-2, en una célula diana.

En el presente documento, las mutaciones de PE se describen por referencia al resto de aminoacido presente en
una posicion particular de la secuencia de PE natural (SEQ ID NO: 1) de 613 aminoacidos, seguido del aminoacido
por el cual se ha reemplazado ese resto en la mutacién particular en cuestion. Por tanto, por ejemplo, el término
“R490A” indica que la “R” (arginina, segun el codigo convencional de una sola letra) en la posicion 490 de la
molécula a la que se hace referencia, se reemplaza por una “A” (alanina, segun el cédigo convencional de una sola
letra), mientras que “K590Q” indica que la lisina, normalmente presente en la posicion 590, se ha reemplazado por
una glutamina. El cédigo convencional de una sola letra para los aminoacidos habituales se expone mas adelante.

Las expresiones “dominio Il funcional de PE” o “Dominio Il de PE funcional” se refieren a los restos 395-613 de la
PE natural (la secuencia natural es SEQ ID NO: 1). Aunque los limites estructurales del dominio Il se han
establecido en los restos 405-613, analisis funcionales han mostrado que el dominio Il requiere un segmento del
dominio Ib para conservar la actividad de ADP ribosilacién (Hwang, J. y col., Cell, 48: 129-136 (1987); Siegall, C. B.
y col., J Biol Chem, 264: 14256-14261 (1989)). EI dominio Ill funcional de PE se define por tanto por los restos 395-
613 de PE (Kihara, A. y Pastan, |., Bioconjug Chem, 5: 532-538 (1994)). En el presente documento, la secuencia del
dominio 1l funcional de PE incluye las modificaciones opcionales para reducir la antigenicidad y secuencias de
retencioén del reticulo endoplasmatico alternativas opcionales.

Los restos terminales del dominio Il de PE, REDLK (SEQ ID NO: 15) pueden modificarse de modo que aumente la
citotoxicidad de las ITR resultantes de acuerdo con la presente divulgacion. Por ejemplo, las inmunotoxinas creadas
con las PE mutadas que acaban en las secuencias KDEL (SEQ ID NO: 16), REEL (SEQ ID NO: 27) o RDEL (SEQ
ID NO: 28) pueden ser mucho mas citotdxicas contra células diana que las inmunotoxinas creadas con PE38 que
lleva la secuencia terminal natural. Véase, Kreitman y Pastan, Biochem J, 307 (Pt 1): 29-37 (1995). Las repeticiones
de estas secuencias también pueden utilizarse en las ITR presentes. Véanse, por ejemplo, las patentes de Estados
Unidos 5.854.044; 5.821.238 y 5.602.095 y la publicacion internacional WO 99/51643. Aunque las PE que terminan
en KDEL (SEQ ID NO: 16) son utiles para fines in vitro, estas pueden tener mas toxicidad inespecifica en animales y
ser menos preferidas para uso in vivo.

El término “mesotelina” se refiere a una proteina y a fragmentos de la misma, presentes en la superficie de algunas
células humanas y unidas, por ejemplo, mediante el anticuerpo K1. Las secuencias de acidos nucleicos y de
aminoacidos de la mesotelina se exponen, por ejemplo, en la solicitud PCT publicada WO 97/25.068 y en las
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patentes de Estados Unidos n.° 6.083.502 y 6.153.430. Véase también, Chang, K. y Pastan, I., Int. J. Cancer 57: 90
(1994); Chang, K. y Pastan, I., Proc. Natl Acad. Sci. USA 93: 136 (1996); Brinkmann U., y col., Int. J. Cancer 71: 638
(1997); Chowdhury, P.S., y col., Mol. Immunol. 34: 9 (1997) y la patente de Estados Unidos n.° 6.809.184. La
mesotelina se expresa como una proteina precursora de aproximadamente 69 kDa, que después se procesa para
liberar una proteina de 30 kDa, mientras que queda unida a la superficie celular la glucoproteina de superficie celular
unida a glucosilfosfatidilinositol de 40 kDa descrita en los Antecedentes. En el presente documento, el término
“mesotelina” se refiere a la glucoproteina de 40 kDa. Se han registrado las secuencias de acidos nucleicos y de
aminoacidos de la mesotelina de diferentes especies, por ejemplo, de ser humano (NM_005823.4—NP_005814.2; y
NM_013404.3—NP_037536.2), de raton (NM_018857.1—NP_061345.1), de rata (NM_031658.1—NP_113846.1),
de bovino (NM_001100374.1—NP_001093844).

Por conveniencia de referencia, como se utiliza en el presente documento, el término “anticuerpo” incluye
anticuerpos completos (algunas veces denominados ‘“intactos” en el presente documento), fragmentos de
anticuerpos que conservan el reconocimiento antigénico y la capacidad de unién, producidos tanto por la
modificacion de anticuerpos completos como sintetizados de nuevo utilizando metodologias de ADN recombinante,
anticuerpos monoclonales, anticuerpos policlonales y miméticos de anticuerpos, salvo que por contexto se requiera
de otra manera. El anticuerpo puede ser una IgM, 1gG (por ejemplo, IgG1, IgG2, 1IgGs 0 IgGa), IgD, IgA o IgE.

Las secuencias de las regiones constantes de las subclases de IgG se conocen bien en la técnica desde hace
tiempo (por ejemplo, Honjo y col., Cell, 18: 559-68 (1979); Tucker y col., Science, 206: 1303-6 (1979); Yamawaki y
col., Nature 283: 786-9 (1980); Ellison y col., Nucl Acids Res 10: 4071-9 (1982); Ellison y col., DNA 1: 11-8 (1981);
Ellison y Hood, Proc Natl Acad Sci USA 79: 1984-8 (1982)). Dado que las CDR de las regiones variables determinan
la especificidad del anticuerpo, las CDR o los fragmentos Fv de los anticuerpos contra un antigeno de superficie
celular diana pueden injertarse o modificarse por ingenieria genética en un anticuerpo de eleccion para conferir
especificidad para el antigeno de superficie celular diana sobre ese anticuerpo. Por ejemplo, las CDR de un
anticuerpo contra un antigeno de superficie celular diana puede injertarse sobre un armazoén (framework) de
anticuerpo humano de estructura tridimensional conocida (véanse, por ejemplo, los documentos W098/45322; WO
87/02671; las patentes de Estados Unidos n.° 5.859.205; 5.585.089 y 4.816.567; la solicitud de patente EP 0173494;
Jones, y col. Nature 321: 522 (1986); Verhoeyen, y col., Science 239: 1534 (1988), Riechmann, y col. Nature 332:
323 (1988) y Winter y Milstein, Nature 349: 293 (1991)) para formar un anticuerpo que suscitara una respuesta
escasa 0 no inmunogénica cuando se administra a un ser humano. Como alternativa, las regiones constantes de los
anticuerpos pueden modificarse por ingenieria genética reemplazando restos encontrados en animales no humanos,
tales como ratones, con restos normalmente encontrados en seres humanos. Los anticuerpos modificados por
ingenieria genética de este modo se denominan “anticuerpos humanizados” y son preferidos, dado que tienen un
menor riesgo de inducir efectos secundarios y pueden permanecer en la circulacion mas tiempo. En la técnica se
conocen procedimientos de humanizacion de anticuerpos y se exponen, por ejemplo, en las patentes de Estados
Unidos n.° 6.180.377; 6.407.213; 5.693.762; 5.585.089 y 5.530.101.

La expresion “fragmentos de anticuerpo” significa moléculas que comprenden una porcién de un anticuerpo intacto,
generalmente la uniéon antigénica o region variable del anticuerpo intacto. Los ejemplos de fragmentos de
anticuerpos incluyen los fragmentos Fab, Fab’, F(ab’), y Fv; anticuerpos de dominio sencillo (véanse, por ejemplo,
Wesolowski, Med Microbiol Immunol. (2009) 198(3): 157-74; Saerens, y col., Curr Opin Pharmacol. (2008) 8(5): 600-
8; Harmsen y de Haard, Appl Microbiol Biotechnol. (2007) 77(1): 13-22); anticuerpos estabilizados con hélice (véase,
por ejemplo, Arndt y col., J Mol Biol 312: 221-228 (2001); diacuerpos (véase mas adelante); moléculas de anticuerpo
monocatenario (“scFvs,” véase, por ejemplo, la patente de Estados Unidos n.° 5.888.773); anticuerpos estabilizados
con disulfuro (“dsFvs”, véanse, por ejemplo, las patentes de Estados Unidos n.° 5.747.654 y 6.558.672) y
anticuerpos de dominio (“dAbs,” véanse, por ejemplo, Holt y col., Trends Biotech 21(11): 484-490 (2003), Ghahroudi
y col., FEBS Lett. 414: 521-526 (1997), Lauwereys y col., EMBO J 17: 3512-3520 (1998), Reiter y col., J. Mol. Biol.
290: 685-698 (1999), Davies y Riechmann, Biotechnology, 13: 475-479 (2001)).

El término “diacuerpos” se refiere a fragmentos pequefios de anticuerpo con dos sitios de unién antigénica, cuyos
fragmentos comprenden un dominio pesado (Heavy) variable (“V4” o “VH") conectado a un dominio ligero (Light)
variable (“V” o “VL”) en la misma cadena polipeptidica (Vu-V.). Utilizando un enlazador que sea muy corto para
permitir el emparejamiento entre los dos dominios en la misma cadena, los dominios se ven obligados a emparejarse
con los dominios complementarios de otra cadena y crear dos sitios de union antigénica. Los diacuerpos y su
posicion se describen mas detalladamente, por ejemplo, en los documentos EP 404.097; WO 93/11161; y en
Hollinger y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90: 6444-6448 (1993).

La expresion “anticuerpo parental” significa cualquier anticuerpo de interés en el que se ha efectuado una mutacion
o modificacién para obtener anticuerpos o fragmentos de los mismos que se unan al mismo epitopo que el
anticuerpo parental, pero con mayor afinidad.

Un “residuo de direccionamiento” es la porcién de un inmunoconjugado destinada a dirigir el inmunoconjugado a una
célula de interés. Normalmente, el residuo de direccionamiento es un anticuerpo, o un fragmento de un anticuerpo
que conserva la capacidad de reconocimiento por el antigeno, tal como un scFv, un dsFv, un Fab o un F(ab’),

Un “residuo téxico” es la porcién de una inmunotoxina que hace que la inmunotoxina sea citotdxica a células de
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interés. Con respecto a las inmunotoxinas, que son el objeto de la presente divulgacion, el residuo toxico es una
exotoxina A de Pseudomonas que se ha modificado/mutado para reducir su citotoxicidad inespecifica, como se
describe mas adelante con mayor detalle.

Normalmente, una inmunoglobulina tiene una cadena pesada y otra ligera. Cada cadena pesada y ligera contiene
una region constante y una region variable, (las regiones también se conocen como “dominios”). Las regiones
variables de cadena ligera y pesada contienen una regidon “marco conservada” ininterrumpida por tres regiones
hipervariables, denominadas también “regiones determinantes de complementariedad” o “CDR”. Se ha definido la
extension de la region marco conservada y de las CDR. Las secuencias de las regiones marco conservadas de
diferentes cadenas ligera o pesada estan relativamente conservadas dentro de una especie. La region marco
conservada de un anticuerpo, es decir las regiones marco conservadas combinadas de las cadenas ligera y pesada
constituyentes, sirve para posicionar y alinear las CDR en el espacio tridimensional.

Las CDR son principalmente responsables de la unién de un antigeno a un epitopo. Las CDR de cada cadena se
denominan normalmente CDR1, CDR2 y CDR3, numeradas secuencialmente comenzando desde el extremo N, y
también se identifican normalmente por la cadena en la que se localiza la CDR particular. Por tanto, una CDR3 V4 se
localiza en el dominio variable de la cadena pesada del anticuerpo en el que se encuentra, mientras que una CDR1
V| es la CDR1 del dominio variable de la cadena ligera del anticuerpo en el que se encuentra.

Las referencias a “Vy" o a “VH” se refieren a la region variable de una cadena pesada de inmunoglobulina,
incluyendo la de un Fv, scFv, dsFv o Fab. Las referencias a “V.” o a “VL” se refieren a la region variable de una
cadena ligera de inmunoglobulina, incluyendo la de un Fv, scFv, dsFv o Fab.

Las frases “Fv monocatenario” o “scFv, de inglés single chain” se refieren a un anticuerpo en el que los dominios
variables de la cadena pesada y de la cadena ligera de un anticuerpo de dos cadenas tradicional, se han unido para
formar una cadena. Normalmente, para permitir el plegamiento adecuado y la creacion de un sitio de unién activo,
entre las dos cadenas se inserta un péptido enlazador.

Las frases “enlace disulfuro” o “enlace disulfuro cisteina-cisteina” se refiere a una interaccion covalente entre dos
cisteinas en las que los atomos de azufre de las cisteinas se oxidan para formar un enlace disulfuro. La energia
promedio de enlace de un enlace disulfuro es de aproximadamente 60 kcal/mol en comparacion con 1-2 kcal/mol de
un enlace de hidrégeno.

Las frases “Fv estabilizada por disulfuro” o “dsFv” se refieren a la region variable de una inmunoglobulina en la que
entre la cadena ligera y la cadena pesada hay un enlace disulfuro. En el contexto de la presente divulgacion, las
cisteinas que forman el enlace disulfuro estan dentro de las regiones marco conservadas de las cadenas del
anticuerpo y sirven para estabilizar la conformaciéon del anticuerpo. Normalmente, el anticuerpo se modifica por
ingenieria genética para introducir cisteinas en la region marco conservada en las posiciones en las que la
sustitucion no interferira con la unién antigénica.

La expresion “péptido enlazador” incluye la referencia a un péptido dentro de un fragmento de unién a anticuerpo
(por ejemplo, el fragmento Fv) que sirve para unir indirectamente el dominio variable de la cadena pesada con el
dominio variable de la cadena ligera.

El término “punto caliente” significa una porcién de una secuencia de nucledtidos de una CDR o de una region
marco conservada de un dominio variable que es un sitio de variaciéon natural particularmente alta. Aunque se
considera que las propias CDR son regiones de hipervariabilidad, se sabe que las mutaciones no estan
uniformemente distribuidas a lo largo de las CDR. Se han identificado sitios, o puntos calientes, particulares como
estas localizaciones que experimentan mutaciones concentradas. Los puntos calientes se caracterizan por diversas
caracteristicas y secuencias estructurales. Estos “motivos de puntos calientes” pueden utilizarse para identificar
puntos calientes. Dos motivos de secuencias consenso que estan especialmente bien caracterizados son la
secuencia tetranucleotidica RGYW y la secuencia de serina AGY,enlaque ResAoG,YesCoT,yWesAoT.

Un anticuerpo inmunolégicamente reactivo con un antigeno particular puede generarse por procedimientos
recombinantes, tales como seleccidon de bibliotecas de anticuerpos recombinantes en fagos o vectores similares,
véase, por ejemplo, Huse, y col., Science 246: 1275-1281 (1989); Ward, y col., Nature 341: 544-546 (1989); y
Vaughan, y col., Nature Biotech. 14: 309-314 (1996) o inmunizando a un animal con el antigeno o con el ADN que
codifica el antigeno.

La expresion “residuo efector” significa la porcion de un inmunoconjugado destinada a tener un efecto en una célula
dirigida por el residuo de direccionamiento o para identificar la presencia del inmunoconjugado. En el contexto de la
presente divulgacion, el residuo efector es una exotoxina A de Pseudomonas modificada o mutada.

El término “inmunoconjugado” incluye la referencia a un enlace covalente de una molécula efectora con un
anticuerpo.

Las expresiones “cantidad eficaz” o “cantidad eficaz para” o “cantidad terapéuticamente eficaz” incluyen referencias
a una dosificacion de un agente terapéutico suficiente para producir un resultado deseado, tal como inhibir la sintesis
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de proteina celular al menos un 50 %, o destruir la célula.
En el contexto de la presente divulgacion, la toxina es una exotoxina A de Pseudomonas mutada.
La expresion “poner en contacto” incluye la referencia a la colocacion en asociacion fisica directa.

Un “plasmido de expresion” comprende una secuencia de nucleétidos que codifica una molécula de interés, que esta
unida operativamente a un promotor.

Como se utiliza en el presente documento, “polipéptido”, “péptido” y “proteina”, se utilizan indistintamente e incluyen
referencia a un polimero de restos de aminoacido. Los términos se aplican a polimeros de aminoacidos en los que
uno o mas restos de aminoacidos es un analogo quimico artificial de un aminoacido de origen natural
correspondiente, asi como a polimeros de aminoacidos de origen natural. Los términos también se aplican a
polimeros que contienen sustituciones de aminoacidos conservativas de tal manera que la proteina permanezca
funcional.

Las expresiones “resto” o “resto de aminoacido” o “aminoacido” incluyen referencia a un aminoacido que esta
incorporado en una proteina, un polipéptido o péptido (en su conjunto “péptido”). El aminoacido puede ser un
aminoacido de origen natural y, a menos que se limite de otra manera, puede incluir analogos conocidos de
aminoacidos naturales que pueden funcionar de una manera similar a la de los aminoacidos de origen natural.

Los aminoacidos y analogos indicados en el presente documento se describen mediante abreviaturas como se
indica en la Tabla A:

Tabla A: Nomenclatura de los aminoacidos

Nombre 3 letras 1 letra
Alanina Ala A
Arginina Arg R
Asparagina Asn N
Acido aspartico Asp D
Cisteina Cys C
Acido glutamico Glu E
Glutamina GIn Q
Glicina Gly G
Histidina His H
Homoserina Hse -
Isoleucina lle |
Leucina Leu L
Lisina Lys K
Metionina Met M
Metionina sulféxido Met (O) -
Metionina metilsulfonio Met (S-Me)-
Norleucina Nle -
Fenilalanina Phe F
Prolina Pro P
Serina Ser S
Treonina Thr T
Triptéfano Trp w
Tirosina Tyr Y
Valina Val \%

Una “sustitucién conservativa”, cuando se describe una proteina, se refiere a un cambio en la composicién de
aminoacidos de la proteina que no altera sustancialmente la actividad de la proteina. Por tanto, las “variaciones
conservativamente modificadas” de un secuencia de aminoacidos particular, se refieren a sustituciones de
aminoacidos de aquellos aminoacidos que no son criticos para la actividad de la proteina o la sustituciéon de
aminoacidos por otros aminoacidos que tienen propiedades similares (por ejemplo, acidos, basicos, cargados
positiva o negativamente, polares o no polares, etc.) de tal manera que las sustituciones de aminoacidos incluso
criticos no alteren sustancialmente la actividad. En la técnica se conocen tablas de sustituciones conservativas que
proporcionan aminoacidos funcionalmente similares. Cada uno de los siguientes seis grupos de la Tabla B contiene
aminoacidos que son sustituciones conservativas entre si:
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Tabla B

—_

Alanina (A), Serina (S), Treonina (T);

)
2) Acido aspartico (D), Acido glutamico (E);
3) Asparagina (N), Glutamina (Q);
4) Arginina (R), Lisina (K);
5) Isoleucina (l), Leucina (L), Metionina (M), Valina (V); y
6) Fenilalanina (F), Tirosina (Y), Triptofano (W).

Véase también, Creighton, Proteins: Structures and Molecular Properties, W. H. Freeman and Company, Nueva York
(22 Ed., 1992).

Los términos “conjugacion”, “unién”, “enlace” o “ligamiento” se refieren a la creacion de dos polipéptidos en una
molécula polipeptidica contigua. En el contexto de la presente divulgacion, los términos incluyen referencia a la
union de un residuo de anticuerpo con una molécula efectora (ME). El ligamiento puede ser por medios quimicos o
recombinantes. Los medios quimicos significa que se refiere a una reaccién entre la fraccion del anticuerpo y la
molécula efectora de tal manera que se forma un enlace covalente entre las dos moléculas para formar una
molécula.

Como se utiliza en el presente documento, “recombinante” incluye referencia a una proteina producida utilizando
células que no tienen, en su estado natural, una copia endégena del ADN capaz de expresar la proteina. Las células
producen la proteina recombinante porque se han maodificado genéticamente por la introduccién de la secuencia de
acidos nucleicos aislada apropiada. El término también incluye referencia a una célula, o a un acido nucleico, o a un
vector, que se ha modificado por la introduccion de un acido nucleico heterélogo o la modificacién de un acido
nucleico natural en una forma no natural para esa célula, o que la célula que procede de una célula asi modificada.
Por tanto, por ejemplo, las células recombinantes expresan genes que no han encontrado en la forma natural (no
recombinante) de las células, expresan mutantes de genes que se encuentran en la forma natural, o expresan genes
naturales que, de otra manera, se expresan de forma anémala, se infraexpresan o no se expresan del todo.

Como se utiliza en el presente documento, “acido nucleico” o “secuencia de acidos nucleicos” incluye referencia a un
polimero desoxirribonucleotidico o ribonucleotidico en forma monocatenaria o bicatenaria, y a menos que se limite
de otra manera, incluye analogos conocidos de nucledtidos naturales que hibridan con acidos nucleicos de una
manera similar a la de los nucleétidos de origen natural. A menos que se indique de otra manera, una secuencia de
acidos nucleicos particular incluye su secuencia complementaria, asi como variantes conservativas, es decir, acidos
nucleicos presentes en posiciones fluctuantes de codones y variantes que, cuando se traducen en una proteina, dan
como resultado una sustitucion conservativa de un aminoacido.

Como se utiliza en el presente documento, “codificar’, con respecto a un acido nucleico especificado, incluye
referencia a acidos nucleicos que comprenden la informacién para la traduccién en la proteina especificada. La
informacion se especifica mediante el uso de codones. Normalmente, la secuencia de aminoacidos esta codificada
por el acido nucleico, utilizando el cédigo genético “universal”. Sin embargo, pueden utilizarse variantes del codigo
universal, tales como las presentes en algunas mitocondrias de plantas, animales y hongos, la bacteria Mycoplasma
capricolum (Proc. Nat'l Acad. Sci. USA 82: 2306-2309 (1985), o el ciliado Macronucleus, cuando el acido nucleico se
expresa utilizando la maquinaria traduccional de estos organismos.

La frase “fusién en fase” se refiere a la unidon de dos o mas secuencias de acidos nucleicos que codifican
polipéptidos de tal manera que la secuencia de acidos nucleicos unida se traduce en una proteina monocatenaria
(“proteina de fusién”) que comprende las cadenas polipeptidicas originales.

Como se utiliza en el presente documento, “expresado” incluye referencia a la traduccion de un acido nucleico en
una proteina. Las proteinas pueden expresarse y permanecer intracelulares, llegar a ser un componente de la
membrana de la superficie celular o secretarse en la matriz o medio extracelular.

Por “célula hospedadora” se entiende una célula que puede soportar la replicacién o expresiéon del vector de
expresion. Las células hospedadoras pueden ser células procariotas, tales como E. coli, o células eucariotas tales
como células de levadura, insecto, anfibio o mamifero.

Los términos “idénticas” o porcentaje de “identidad”, en el contexto de dos o mas secuencias de acidos nucleicos o
de polipéptidos, se refiere a dos o0 mas secuencias o subsecuencias que son iguales o que tienen un porcentaje
especifico de restos de aminoacidos o nucledtidos que son iguales, cuando se comparan y se alinean para una
maxima correspondencia, medida utilizando uno de los siguientes algoritmos de comparacion de secuencias o por
inspeccion visual.

La frase “sustancialmente idénticas”, en el contexto de dos acidos nucleicos o polipéptidos, se refiere a dos o mas
secuencias o subsecuencias que tienen una identidad de nucleétidos o de restos de aminoacidos al menos 60 %,
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mas preferentemente 65 %, incluso mas preferentemente 70 %, aun mas preferentemente 75 %, incluso mas
preferentemente 80 % y lo mas preferentemente 90-95 %, cuando se comparan y se alinean para una
correspondencia maxima, medida utilizando uno de los siguientes algoritmos de comparaciéon de secuencias o por
inspeccion visual. Preferentemente, existe una identidad sustancial sobre una regiéon de las secuencias que tiene
una longitud de al menos aproximadamente 50 restos, mas preferentemente sobre una region de una longitud de al
menos aproximadamente 100 restos, y lo mas preferentemente las secuencias son sustancialmente idénticas sobre
al menos aproximadamente 150 restos. En una realizacién mas preferida, las secuencias son sustancialmente
idénticas en toda la longitud de un péptido de comparacion o de regiones codificantes.

Para la comparacién de secuencias, normalmente una secuencia actla como una secuencia de referencia, con la
que se comparan las secuencias de ensayo. Cuando se utiliza un algoritmo de comparacién de secuencias, se
introducen secuencias de ensayo y de referencia en un ordenador, y posteriormente se disefian coordenadas de
secuencias, si fuera necesario, y se disefian los parametros del programa del algoritmo de secuencias. Después, el
algoritmo de comparacion de secuencias calcula el porcentaje de identidad de secuencia para la secuencia o
secuencias de ensayo con respecto a la secuencia de referencia, basandose en los parametros del programa
disefiados.

El alineamiento 6ptimo de secuencias para la comparacion puede realizarse, por ejemplo, mediante el algoritmo de
homologia local de Smith y Waterman, Adv. Appl. Math. 2: 482 (1981), mediante el algoritmo de alineamiento de
homologia de Needleman y Wunsch, J. Mol. Biol. 48: 443 (1970), mediante la busqueda del método de similitud de
Pearson y Lipman, Proc. Nat'l. Acad Sci. USA 85: 2444 (1988), mediante implementaciones informatizada de estos
algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA y TFASTA en el paquete informatico Wisconsin Genetics, Genetics Computer
Group, 575 Science Dr., Madison, WI) o por inspeccion visual (véase, en lineas generales, Current Protocols in
Molecular Biology, F. M. Ausubel y col., eds., Current Protocols, una sociedad conjunta entre Greene Publishing
Associates, Inc. y John Wiley & Sons, Inc., (1995 Supplement) (Ausubel)).

Los ejemplos de algoritmos que son adecuados para la determinacion del porcentaje de identidad de secuencia y
similitud de secuencia son los algoritmos BLAST y BLAST 2.0, que se describen en Altschul y col. (1990) J. Mol.
Biol. 215: 403-410 y en Altschuel y col. (1977) Nucleic Acids Res. 25: 3389-3402, respectivamente. El programa
informatico para realizar analisis BLAST se encuentra disponible al publico en el National Center for Biotechnology
Information (http://www.ncbi.nim.nih.gov/). Este algoritmo implica identificar primero pares de secuencias de alta
puntuacion (HSP, del inglés high scoring sequence pairs) identificando palabras cortas de longitud W en la
secuencia a investigar, que se emparejan o cumplen algunas puntuaciones de umbral T (threshold) de valor positivo,
cuando se alinean con una palabra de la misma longitud en una secuencia de bases de datos. El valor de T hace
referencia al umbral de puntuacién de la palabra vecina (Altschul y col, citado anteriormente). Este acierto de palabra
vecina inicial actia como semilla iniciando busquedas para encontrar los HSP mas largos que la contiene. Los
aciertos de palabras se extienden después en ambas direcciones a lo largo de cada secuencia hasta donde pueda
aumentarse la puntuaciéon de alineamiento acumulativa. Las puntuaciones acumulativas se calculan utilizando, para
secuencias de nucledtidos, los parametros M (puntuacion de recompensa para un par de restos emparejados;
siempre > 0) y N (puntuacion de penalizacion para restos no emparejados; siempre < 0). Para las secuencias de
aminoacidos, se utiliza una matriz de puntuacioén para calcular la puntuaciéon acumulativa. La extension del acierto de
palabra en cada direccion se detiene cuando: la puntuacion del alineamiento acumulativa disminuye por la cantidad
X de su valor maximo conseguido; la puntuacion acumulativa va de cero o por debajo de cero, debido a la
acumulacién de uno o mas alineamientos de restos de puntuacién negativa; o cuando se alcanza el final de
cualquier secuencia. Los parametros W, T y X del algoritmo BLAST determinan la sensibilidad y la velocidad del
alineamiento. El programan BLASTN (para secuencias de nucledtidos) utiliza como ajustes por defecto una longitud
de palabra (W) de 11, una expectativa (E) de 10, M=5, N=-4 y una comparacién de ambas cadenas. Para las
secuencias de aminoacidos, el programa BLASTP utiliza como ajustes por defecto una longitud de palabra (W) de 3,
una expectativa (E) de 10 y la matriz de puntuacion BLOSUMG62 (véase Henikoff y Henikoff, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 89: 10915 (1989)).

Ademas de calcular el porcentaje de identidad de secuencia, el algoritmo BLAST también realiza un analisis
estadistico de la similitud entre dos secuencias (véase, por ejemplo, Karlin y Altschul, Proc. Nat'l. Acad. Sci. USA 90:
5873-5787 (1993)). Una medicion de la similitud proporcionada por el algoritmo BLAST es la probabilidad de suma
mas pequefia (P(N)), que proporciona una indicacion de la probabilidad mediante la cual se produciria un
emparejamiento fortuito entre dos secuencias de nucledtidos o de aminoacidos. Por ejemplo, se considera que un
acido nucleico es similar a una secuencia de referencia si la probabilidad de suma mas pequefia en una
comparacion del acido nucleico de ensayo con respecto al acido nucleico de referencia es menor que
aproximadamente 0,1, mas preferentemente menor que aproximadamente 0,01 y los mas preferentemente menor
que aproximadamente 0,001.

Otra indicacion de que dos secuencias de acidos nucleicos o de polipéptidos son sustancialmente idénticas es que
el polipéptido codificado por el primer acido nucleico es inmunoldgicamente reactivo en cruzado con el polipéptido
codificado por el segundo acido nucleico, como se describe mas adelante. Por tanto, en general, un polipéptido es
sustancialmente idéntico a un segundo polipéptido, por ejemplo, cuando los dos péptidos difieren Unicamente por las
sustituciones conservativas. Otra indicacién de que dos secuencias de acidos nucleicos son sustancialmente
idénticas es que las dos secuencias se hibridan entre si en condiciones rigurosas, como se describe a continuacion.
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La expresion "in vivo" incluye referencia al interior del cuerpo del organismo del cual se obtuvo la célula. "Ex vivo" e
"in vitro" significa fuera del cuerpo del organismo del cual se obtuvo la célula.

La frase “célula maligna” o “neoplasia” se refiere a tumores o a células tumorales que son invasivas y/o capaces de
experimentar metastasis, es decir, una célula cancerosa.

Como se utiliza en el presente documento, las “células de mamifero” incluyen referencia a células procedentes de
mamifero, entre los que se incluyen, seres humanos, ratas, ratones, cobayas, chimpancés o macacos. Las células
pueden cultivarse in vivo o in vitro.

Con respecto a un antigeno, la expresion “selectivamente reactivo”, se refiere a la asociacion preferencial de un
anticuerpo, en su totalidad o en parte, con una célula o un tejido que lleva ese antigeno y no con células o tejidos
que carecen de ese antigeno. Por supuesto, se reconoce que puede producirse un cierto grado de interaccion
inespecifica entre una molécula y una célula o un tejido no diana. Sin embargo, la reactividad selectiva puede
distinguirse como mediada a través del reconocimiento especifico del antigeno. Aunque los anticuerpos
selectivamente reactivos se unen al antigeno, estos pueden hacerlo con baja afinidad. Por otra parte, la uniéon
especifica produce una asociacion mucho mas fuerte entre el anticuerpo y las células que llevan el antigeno que
entre el anticuerpo unido y las células que carecen del antigeno. En general, la unién especifica produce un
aumento de mas de 5 veces, mas preferentemente de mas de diez veces y lo mas preferentemente de mas de 100
veces, la cantidad de anticuerpo unido (por unidad de tiempo) a una célula o tejido que lleva el antigeno diana en
comparacion con una célula o un tejido que carece del antigeno diana. La union especifica a una proteina en dichas
condiciones requiere un anticuerpo que se seleccione por su especificidad por una proteina particular. Una variedad
de formatos de inmunoensayo son apropiados para seleccionar anticuerpos especificamente inmunorreactivos con
una proteina particular. Por ejemplo, los inmunoensayos de tipo ELISA en fase soélida se utilizan habitualmente para
seleccionar anticuerpos monoclonales especificamente inmunorreactivos con una proteina. Para una descripcion de
formatos y condiciones de inmunoensayos que pueden utilizarse para determinar la inmunorreactividad especifica
véase Harlow & Lane, ANTIBODIES, A LABORATORY MANUAL, Cold Spring Harbor Publications, Nueva York
(1988).

La expresion “condiciones inmunolégicamente reactivas” incluye la referencia a condiciones que permiten que un
anticuerpo generado contra un epitopo particular se una a ese epitopo a un grado detectablemente mayor que, y/o
con la exclusion sustancial de, unidn a sustancialmente los restantes epitopos. Las condiciones inmunolégicamente
reactivas dependen del formato de la reaccion de unién a anticuerpo y normalmente son las utilizadas en protocolos
de inmunoensayo o aquellas condiciones encontradas in vivo. Véase Harlow & Lane, citado anteriormente, para una
descripcion de formatos y condiciones de inmunoensayo. Preferentemente, las condiciones inmunolégicamente
reactivas empleadas en los procedimientos en la presente divulgacion son “condiciones fisiologicas” que incluyen
referencia a condiciones (por ejemplo, temperatura, osmolalidad, pH) que son tipicas dentro de un mamifero vivo o
de una célula de mamifero viva. Aunque se reconoce que algunos 6rganos estan sometidos a condiciones extremas,
el medio dentro del organismo e intracelular normalmente se encuentra a un pH de aproximadamente 7 (es decir, un
pH de 6,0 a 8,0, mas normalmente un pH de 6,5 a 7,5), contiene agua como disolvente predominante, y esta a una
temperatura por encima de 0 °C y por debajo de 50 °C. La osmolalidad esta dentro del intervalo que da soporte a la
viabilidad y proliferacion celular.

” o« T

Los términos “paciente”, “sujeto”, “individuo” se refieren indistintamente a un mamifero, por ejemplo, un ser humano
o un primate no humano, un animal doméstico (por ejemplo, un canino o felino), un mamifero agricola (por ejemplo,
un bovino, porcino, ovino, equino), un animal de laboratorio (un ratén, una rata, un hamster, un conejo).

El término “coadministrar” se refiere a la presencia simultanea de dos agentes activos en la sangre de un individuo.
Los agentes activos que se coadministran pueden suministrarse de manera simultanea o secuencial.

Como se utiliza en el presente documento, los términos “tratando” y “tratamiento”, se refieren a retrasar la aparicion
de, retardar o invertir el progreso de, o aliviar o prevenir la enfermedad o la afeccién a la que se aplica el término, o
uno o mas sintomas de dicha enfermedad o afeccion.

» o« ”, o«

Los términos “inhibicion”, “reduccion”; “disminucion” con respecto al crecimiento o progresion de un tumor o cancer,
se refieren a la inhibicion del crecimiento, propagacion, metastasis de un tumor o cancer en un sujeto mediante una
cantidad medible utilizando cualquier método conocido en la técnica. El crecimiento, la progresion o la propagacion
de un tumor o cancer se inhibe, reduce o disminuye si la carga tumoral se reduce al menos en un 10 %, 20 %, 30 %,
50 %, 80 %, o 100 % en comparacion con la carga tumoral antes de la coadministracion de una PE, descrita en el
presente documento, por ejemplo, como parte de una molécula quimérica. En algunas realizaciones, el crecimiento,
la progresién o propagacion de un tumor o cancer se inhibe, reduce o disminuye al menos aproximadamente 1 vez,
2 veces, 3 veces, 4 veces 0 mas en comparacion con la carga tumoral antes de la administracion de la PE.

Componentes de las inmunotoxinas recombinantes.
A. Sitios de escision de furina (FCS, Furin Cleavage Sites)

El sitio de escision de furina puede ser cualquier sitio polipeptidico escindible por furina. Como informan Duckert y
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col., Protein Engineering, Design & Selection 17(1):107-112 (2004) (en lo sucesivo, "Duckert y col."), la furina es una
enzima en una “familia de serina proteasas dependiente de CA2+ dibasicas y monobasicas especificas
evolutivamente conservada denominada proprotein convertasas similares a subtilisina/hexina”. Id., en pagina 107.
La furina, también conocida como “enzima de escision de aminoacidos basicos emparejados” o “PACE”, es una de
siete miembros de la familia de mamiferos y esta implicada en el procesamiento de diversas proteinas humanas
enddgenas. Véase, en lineas generales, por ejemplo, Thomas G, Nat Rev Mol Cell Biol, (10):753-66 (2002). Es una
proteina asociada a membrana encontrada principalmente en la red trans-Golgi. La secuencia de la furina humana
se conoce desde principios de 1990. Véase, por ejemplo, Hatsuzawa, K. y col., J. Biol Chem., 267:16094-16099
(1992); Molloy, S.y col., J. Biol. Chem., 267:16396-16402 (1992).

El sitio de escision minima es normalmente, segun el cédigo de una letra para los restos de aminoacidos, R-X-X-R,
produciéndose la escision después de la segunda “R”. Duckert y col. resumen la informacion disponible sobre las
secuencias de 38 proteinas descritas en la bibliografia que tienen sitios de escision de furina, incluyendo proteinas
de mamifero, proteinas de bacterias patégenas y proteinas de virus. Se describe que el 31, o el 80 %, de los motivos
de escision revisados tenian la secuencia consenso R-X-[R/K]-R, de los cuales, el 11, o el 29 %, tenian R-X-R-R, y
el 20, o el 52 %, eran R-X-K-R. Tres de los motivos de escisidon contenian solo la secuencia de escision minima.
Duckert y col., también alinearon los motivos e identificaron los restos encontrados en cada posicion en cada furina
tanto para el propio motivo de escision como para los restos circundantes. La Figura 1A de Duckert y col., muestra
por tamario relativo los restos mas comiunmente encontrados en cada posicién. Por convencion, los restos que
rodean el sitio de escision de furina estan numerados desde el enlace escindible (que normalmente se indica con el
simbolo '|"). Contando hacia el extremo N, los restos sustrato se denominan P1, P2 y asi sucesivamente, mientras
que contando hacia el extremo C, los restos se denominan P1’, P2, y asi sucesivamente. Véase, por ejemplo,
Rockwell, N. C., y J. W. Thorner, Trends Biochem. Sci., 29:80-87 (2004); Thomas G., Nat. Rev. Mol. Cell Biol., 3:753-
766 (2002). De este modo, siguiendo la convencion, se puede utilizar la siguiente secuencia para alinear y numerar
los restos de la secuencia de escisién minima y los restos circundantes:

P6-P5-P4-P3-P2-P1-P1-P2-P3"-P4"-P5,

en la que la secuencia de escisiéon minima de furina se numera como P4-P1. La alineaciéon de Duckert y col. de 38
secuencias escindidas por furina identifica las variaciones permitidas dependiendo de los restos presentes en
diversas posiciones. Por ejemplo, si el resto en P4 no es una R, que puede compensarse por tener restos de
arginina o lisina en P2 y P6. Id., en pagina 109.

En la PE natural, la escision de furina se produce entre la arginina 279 y la glicina 280 en un bucle rico en arginina
situado en el dominio 2 de la toxina. La secuencia de escision de furina natural en el dominio Il de PE se expone
mas adelante (indicando los numeros las posiciones de los restos en la secuencia de PE natural de 613
aminoacidos) y se alineandose para mostrar su numeracion segun la convencion indicada anteriormente:

274-RHRQPRGW E QL -284 (SEQ ID NO:17)
P6-P5-P4-P3-P2-P1-P1-P2-P3"-P4-P5’

En estudios subyacentes a la presente divulgacion, se realizaron sustituciones en las posiciones P3 y P2 para
formar la siguiente secuencia, subrayando las sustituciones:

274-RHRSKRGWEQL-284 (SEQ ID NO:29).

Esta secuencia ha mostrado una velocidad de escision mas rapida que la de la secuencia natural, y cuando se utilizd
en una inmunotoxina ejemplar produjo una citotoxicidad a células diana aproximadamente igual que la de la
secuencia natural.

Basandose en este estudio y en nuestros estudios previos, la secuencia de escision de furina utilizada para unir la
molécula diana al dominio Il de PE puede ser la secuencia de escision minima de furina, R-X-X-R, o cualquiera de
las otras secuencias de escision de furina conocidas en la técnica o permitidas en la Figura de Duckert y col., a
condicion de que, si hay un resto presente en la posicion identificada como P2’, este debe ser triptéfano o, si no es
triptéfano, debe ser valina o alanina. Por ejemplo, en algunas realizaciones, la secuencia puede ser RKKR (SEQ ID
NO:30), RRRR (SEQ ID NO:31), RKAR (SEQ ID NO:32), SRVARS (SEQ ID NO:33), TSSRKRRFW (SEQ ID NO:34),
0 ASRRKARSW (SEQ ID NO:35).

Como se observa en Duckert y col., puede utilizarse un resto menos favorable que R (principalmente valina) en la
posicion P4 si se compensa con restos de arginina o lisina en las posiciones P2 y P6, de manera que al menos dos
de los tres restos en P2, P4 y P6 sean basicos. Por lo tanto, en algunas realizaciones, la secuencia escindible de
furina es RRVKKRFW (SEQ ID NO:36), RNVVRRDW (SEQ ID NO:37) o TRAVRRRSW (SEQ ID NO:38). El resto en
la posicion P1 puede ser la arginina presente en la secuencia natural, o lisina. De este modo, una lisina puede
sustituirse por la arginina en la posicion P1, por ejemplo, en cualquiera de las secuencias expuestas anteriormente.

En algunas realizaciones, la secuencia de la secuencia escindible de furina sigue la secuencia de la secuencia
escindible furina de PE: R-H-R-Q-P-R-G-W-E-Q-L (SEQ ID NO:15) o una version truncada de la secuencia natural,
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siempre que contenga la secuencia de escision minima de furina y sea escindible por furina. Por lo tanto, en algunas
realizaciones, la secuencia escindible de furina puede ser R-Q-P-R (SEQ ID NO:39), R-H-R-Q-P-R-G-W (SEQ ID
NO:40), R-H-R-Q-P-R-G-W-E (SEQ ID NO:41), H-R-Q-P-R-G-W-E-Q (SEQ ID NO:42), o R-Q-P-R-G-WE (SEQ ID
NO:43). En algunas realizaciones, la secuencia es R-H-R-S-K-R-G-W-E-Q-L (SEQ ID NO:29) o una versién truncada
de esta secuencia, siempre que contenga la secuencia de escision minima de furina y sea escindible por furina. Por

R-G-W (SEQ ID NO:45), H-R-S-K-R-G-W-E (SEQ ID NO:46), R-S-K-R-G-W-E-Q-L (SEQ ID NO:47), H-R-S-K-R-G-
W-E-Q-L (SEQ ID NO:48), o R-H-R-S-K-R (SEQ ID NO:49). Cualquier secuencia particular escindible de furina
puede ensayarse faciimente haciéndolo en una inmunotoxina con el anticuerpo utilizado en SS1-LR y ensayando la
inmunotoxina resultante in vitro en una linea celular de mesotelina+.

El que una secuencia particular sea escindible o no por furina puede determinarse por procedimientos conocidos en
la técnica. Por ejemplo, el que una secuencia sea escindible o no por furina puede ensayarse incubando la
secuencia con furina en tampén de furina (NaOAc 0,2 M (pH 5,5), CaCl, 5 mM) a 1:10 proporcién molar de enzima:
sustrato de 1:10 a 25 °C durante 16 horas. Estas condiciones se han establecido previamente como 6ptimas para la
escision por furina de PE. Preferentemente, la furina que se utiliza es furina humana. La furina humana truncada
recombinante esta disponible en el comercio, por ejemplo, en New England Biolabs (Beverly, MA). Véase también,
Bravo y col., J Biol Chem, 269(14):25830-25837 (1994). Los sitios de escision de furina adecuados se ensefian
también en una publicacién de patente PCT numero WO 2009/032954, publicada el 12 de marzo de 2009).

B. Dominio lll funcional

Estructuralmente, se entiende que el dominio Ib comprende los restos 365-399. Por otro lado, como se indica en el
presente documento, aunque se considera que el limite estructural del dominio de Ill de PE comienza en el resto
405, analisis funcionales han mostrado que el dominio Ill requiere un segmento de dominio Ib estructural para
conservar la actividad de ADP-ribosilacion. Por consiguiente, el dominio 11l funcional se define como los restos 395-
613 de PE, y por tanto se prefiere que las toxinas de la divulgacion comprendan los restos 395-613 de PE, con
determinadas variaciones permitidas descritas mas adelante. La delecién de los restos 365-394 distintos de los de la
secuencia de escision de furina, es deseable, ya que las deleciones eliminan cualquiera de los epitopos
inmunogénicos presentes en estas porciones de la molécula de PE. En las PE de la divulgacién, una secuencia de
escision de furina, (o variantes truncadas o modificadas de la misma), se une en su extremo carboxilo con el dominio
[, que tiene intercalado entre los dos un enlazador flexible de 3 a 8 aminoacidos independientemente seleccionados
de glicina y serina.

En realizaciones preferidas, el dominio funcional de las moléculas de PE se modifica para tener una sustitucion de
alanina, glicina, serina o glutamina en lugar de los restos de aminoacidos normalmente presentes en las posiciones
D406 y Q592 dentro del dominio Ill. Las sustituciones en las posiciones D406 y Q592 pueden combinarse con
sustituciones de alanina, glicinia, serina o glutamina en las posiciones R432, R467, R490, R513, E548 y K590 dentro
del dominio Ill. En algunas realizaciones, ademas, al menos un resto de aminoacido correspondiente a un resto de
aminoacido en una posicion seleccionada de D403, R412, R427, E431, R458, D461, R505, E522, R538, R551, R576
y L8597 se sustituye con una alanina, glicina, serina o glutamina. Las sustituciones en los restos en sustituciones de
posiciones dentro del dominio Il de las posiciones de restos de aminoacidos D406, R432, R467, R490, R513, E548,
K590 y Q592 del dominio Ill. En algunas realizaciones, el dominio Il funcional de PE es sustancialmente idéntico a,
0 es idéntico, a la secuencia de aminoacidos del dominio funcional de SS1-LR/GGS/8M de PE. En algunas
realizaciones, el dominio Ill funcional de PE es sustancialmente idéntico a, o es idéntico, a la secuencia de
aminoacidos del dominio funcional de SS1-LR/GGS/8X de PE.

Se entiende que la secuencia natural de PE y las variantes analizadas anteriormente pueden tener sustituciones
conservativas y conservar la capacidad citotdxica y, deseablemente, antigenicidad reducida en comparacion con la
secuencia natural de PE. En realizaciones preferidas, variantes modificadas de PE o sus fragmentos citotoxicos
tienen una similitud de secuencia de al menos 80 %, preferentemente una similitud de secuencia de al menos 85 %,
mas preferentemente una similitud de secuencia de al menos 90 %, y lo mas preferentemente una similitud de
secuencia de al menos 95 % al nivel de aminoacidos, con el dominio Il funcional de PE de interés, el de SS1-
LR/GGS/8M o SS1-LR/GGS/8M. La publicacion PCT No WO/2011/032022 publicada el 17 de marzo de 2011
desvela mutaciones adecuadas que reducen la antigenicidad del dominio Il funcional de PE.

La expresioén “variantes modificadas de manera conservativa” se aplica a secuencias tanto de aminoacidos como de
acidos nucleicos. Con respecto a secuencias de acidos nucleicos particulares, las variantes modificadas de manera
conservativa se refieren a aquellas secuencias de acidos nucleicos que codifican secuencias de aminoacidos
idénticas o esencialmente idénticas, o si el acido nucleico no codifica ninguna secuencia de aminoacidos, a
secuencias de acidos nucleicos esencialmente idénticas. Debido a la degeneracion del cédigo genético, una gran
cantidad de acidos nucleicos funcionalmente idénticos codifican cualquier polipéptido determinado. Por ejemplo,
todos los codones GCA, GCC, GCG y GCU codifican el aminoacido alanina. Por tanto, en cada posicion en la que
una alanina esta especificada por un codén, el codén puede cambiarse por cualquiera de los codones
correspondientes descritos sin alterar el polipéptido codificado. Dichas variaciones del acido nucleico son
“variaciones silenciosas”, que son una especie de variaciones modificadas de manera conservativa. En el presente
documento cada secuencia de acido nucleico que codifica un polipéptido también describe cualquier posible
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variacion silenciosa del acido nucleico. Un experto reconocera que en un acido nucleico cada coddn (salvo AUG,
que normalmente es el Unico codon para la metionina) puede modificarse para producir una molécula
funcionalmente idéntica. Por consiguiente, cada variacion silenciosa de un acido nucleico que codifica un polipéptido
esta implicita en cada secuencia descrita.

En cuanto a las secuencias de aminoacidos, un experto reconocera que las sustituciones, deleciones o adiciones
individuales en una secuencia de acido nucleico, péptido, polipéptido o proteina que alteren, afadan o delecionen un
Unico aminoacido o un pequefo porcentaje de aminoacidos en la secuencia codificada, es una “variante modificada
de manera conservativa” en la que la alteracion da como resultado la sustitucion de un aminoacido por un
aminoacido similar desde el punto de vista quimico.

Ensayo de citotoxicidad o antigenicidad de PE

Las exotoxinas de Pseudomonas empleadas en la divulgacion pueden someterse a ensayo para determinar el nivel
de citotoxicidad deseado mediante ensayos bien conocidos por los expertos en la técnica. Por lo tanto, los
fragmentos citotoxicos de PE y las variantes de dichos fragmentos modificadas de manera conservativa pueden
someterse facilmente a ensayos para determinar su citotoxicidad. Un gran nimero de moléculas de PE candidatas
pueden someterse a ensayo simultaneamente para determinar su citotoxicidad por procedimientos bien conocidos
en la técnica. Por ejemplo, subgrupos de las moléculas candidatas pueden someterse a ensayo para determinar su
citotoxicidad. Los subgrupos de las moléculas candidatas que reaccionan positivamente pueden subdividirse
continuamente y volverlos a someter a ensayo hasta identificar el fragmento (o fragmentos) citotdxico deseado.
Dichos procedimientos permiten explorar rapidamente un gran numero de fragmentos citotoxicos o variantes
conservativas de PE. La antigenicidad se puede someter a ensayo mediante cualquier procedimiento conocido en la
técnica, incluyendo los ensayos ensefiados en el documento WO 2007/016150.

C. Anticuerpos antimesotelina

El componente de direccionamiento de la molécula quimérica se une especificamente al marcador de superficie
celular, la mesotelina. Los antigenos de superficie celular, que son dianas para moléculas quiméricas, son muy
conocidos en la técnica, y se resumen, por ejemplo, en Mufson, Front Biosci (2006) 11: 337-43; Frankel, Clin Cancer
Res (2000) 6: 326-334 y Kreitman, AAPS Journal (2006) 8(3): E532- E551. Como ejemplos de canceres cuyo
crecimiento, propagacion y/o progresion puede reducirse o inhibirse por direccionamiento a mesotelina se incluye
cancer de ovario, mesotelioma, cancer de pulmén no microcitico, adenocarcinoma de pulmon, cancer de trompas de
Falopio, cancer de cabeza y cuello, cancer de cuello uterino y cancer pancreatico. En otra realizacion preferida, el
residuo de direccionamiento es un fragmento de anticuerpo, preferentemente un fragmento de anticuerpo que se
une especificamente a un marcador de superficie en una célula. Un fragmento de anticuerpo preferido es un Fv
monocatenario. En el presente documento se describe la construccién y caracterizacion de inmunotoxinas basadas
en citotoxina, en las que la citotoxina se fusiona a un scFv (sc del inglés single chain que significa monocatenario).
Otros fragmentos de anticuerpo preferidos con los que puede fusionarse una toxina o un fragmento citotoxico
incluyen los fragmentos Fab, Fab’, F(ab’)2, Fv, un anticuerpo estabilizado con hélice, un diacuerpo, un anticuerpo
estabilizado con disulfuro y un anticuerpo de un solo dominio (por ejemplo, un anticuerpo de camélido). Los
anticuerpos contra mesotelina incluyen SS1, SSP1, HN1, HN2, MN, K1 y variantes de los mismos. MORAb-009 (una
version humanizada de SS1) es un anticuerpo particularmente adecuado.

Se ha demostrado que el anticuerpo SS1P destruye especificamente lineas celulares que expresan mesotelina y
produce regresiones de tumores que expresan mesotelina en ratones (Hassan, R. y col., Clin Cancer Res 8: 3520-6
(2002); Onda, M. y col., Cancer Res 61: 5070-7 (2001)). Basandose en estos estudios y en datos de seguridad
apropiados, se estan realizando 2 ensayos clinicos de fase | con SS1P en el Instituto Nacional del Cancer en
pacientes con canceres que expresan mesotelina (Chowdhury, P. S. y col., Proc Natl Acad Sci USA 95: 669-74
(1998); Hassan, Ry col., Proc Am Soc Clin Oncol 21: 29a (2002)).

Ademas, ofras terapias dirigidas a la mesotelina estan en desarrollo preclinico (Thomas, A. M. y col., J Exp Med 200:
297-306 (2004)). HN1 y HN2 son anticuerpos antimesotelina humanos, descritos, por ejemplo, en Feng y col., Mol
Cancer Ther (2009) 8(5): 1113-8. Las inmunotoxinas de SS1P donde se han eliminado grupos de escisién para
proteasas lisosémicas. Estas variantes se describen, por ejemplo, en Weldon, y col., Blood, (2009) 113(16): 3792-
800 y en el documento WO 2009/032954.

Las ITR de la divulgacion incluyen, pero sin limitacion, moléculas en las que hay un enlace covalente de una
molécula de PE con un anticuerpo u otro agente de direccionamiento. La fusion de una citotoxina con un anticuerpo
o fragmento de anticuerpo se produce normalmente en un extremo C del anticuerpo o fragmento de anticuerpo.
Dicha fusion se realiza normalmente empleando tecnologias de ADN recombinante. La elecciéon de un agente de
direccionamiento particular depende de la célula particular a la que se dirige. Los anticuerpos que dirigen la
inmunotoxina pueden ser anticuerpos policlonales, monoclonales o recombinantes, tales como quimeras o
fragmentos de region variable. Si el anticuerpo no es recombinante, la inmunotoxina debe formarse por conjugacion
quimica del anticuerpo con el residuo citotéxico. Si el anticuerpo se produce de manera recombinante, el anticuerpo
puede unirse a la toxina a través de enlace quimico o a través de fusidon recombinante. En la fusién recombinante, el
ADNCc que codifica el anticuerpo se inserta, en fase, en un plasmido que ya contiene el ADNc que codifica la toxina.
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Por supuesto, puede realizarse a la inversa también; el ADNc de la toxina puede insertarse en un plasmido que lleva
el ADNc que codifica el anticuerpo. Debido al posible gran tamafio de la inmunotoxina, a veces se desea unir solo un
fragmento de un anticuerpo al residuo toxico. Los fragmentos Fab, Fab’ y F(ab), se pueden crear a partir de
anticuerpos policlonales, monoclonales y quiméricos y después unirse a la toxina a través de un enlace quimico.
Como alternativa, puede producirse un ADNc en el que las regiones variables de un anticuerpo estan conectadas
con regiones marco conservadas esenciales. Estos anticuerpos mas pequefios se secretan después como
anticuerpos Fv bicatenarios o, si las regiones de cadena pesada y ligera se unen, ya sea directamente o a través de
un enlazador peptidico, como anticuerpos Fv monocatenarios (scFv). En la publicacion de patente PCT n.°
WO/2000/073346, publicada el 7 de diciembre de 2000, se desvelan anticuerpos y fragmentos de mesotelina
particularmente preferidos, en los que se eliminan grupos de escision para proteasas lisosémicas.

Un procedimiento para crear un scFv es a través de bibliotecas de presentacion en fagos creadas a partir de ARNm
esplénico de ratones inmunizados con un inmunégeno (Chowdhury y col., Mol. Immunol. 34: 9-20 (1997)). Sin
embargo, si un inmundgeno proteico se encuentra de manera natural en mamiferos pero se expresa de manera
recombinante en procariotas, la proteina no tendra el patrén de glucosilacion correcto y puede que no tenga la
conformacioén correcta. Los anticuerpos desarrollados por el ratéon en respuesta a este inmunégeno no pueden
reconocer la proteina en su estado natural. Una soluciéon a este problema es inmunizar a los animales con la
proteina natural creada en células de mamifero, pero puede no ser posible la purificacion de células de mamifero en
cantidades suficientes de algunas proteinas, en particular proteinas de la superficie celular. Otra solucién, aunque no
tan comun, es inmunizar a los animales con el ADNc que codifica al inmunégeno. El ADNc, bajo el control de un
promotor apropiado, se introduce en el animal. Después de inyecciones de refuerzo y cuando el titulo de anticuerpos
alcanza un maximo, los animales se sacrifican y se extirpan los bazos para crear la biblioteca de presentacion en
fagos. Inmunizando a los ratones con plasmidos que contienen el ADN que codifica la mesotelina, es posible
suscitar altos titulos de anticuerpos antimesotelina. Utilizando el ARN esplénico y la tecnologia de presentacion en
fagos, se puede aislar un Fv monocatenario ("scFv"), que denominamos SS scFv, que se une con alta afinidad a la
mesotelina.

Los anticuerpos antimesotelina para su uso en la presente divulgacion pueden unirse al FCS (sitio de escision de
furina) a través del extremo amino de FCS. De manera similar, el FCS puede unirse directamente a las regiones
pesada, ligera, Fc (region constante) o marco conservadas del anticuerpo. La unién puede producirse a través del
extremo amino o carboxilo del anticuerpo, o a través de un resto interior de aminoacido. Los anticuerpos que se
utilizan en una composicion de inmunoconjugado multivalente de la presente divulgacion pueden dirigirse a los
mismos, o a diferentes, epitopos de mesotelina.

En realizaciones preferidas de la presente divulgacion, el anticuerpo antimesotelina es un anticuerpo recombinante
tal como un scFv o un anticuerpo Fv estabilizado con disulfuro. Los anticuerpos Fv tienen aproximadamente 25 kDa
y contienen un sitio de unién a antigeno completo con 3 CDR por cadena pesada y ligera. Si la cadena Vs y la
cadena V| se expresan de manera no contigua, las cadenas del anticuerpo Fv se sujetan normalmente entre si por
interacciones no covalentes. Sin embargo, estas cadenas tienden a disociarse tras la dilucion, por lo que se han
desarrollado procedimientos para reticular las cadenas a través de glutaraldehido, disulfuros intermoleculares, o un
enlazador peptidico.

En una realizacion particularmente preferida, el anticuerpo es un Fv monocatenario (scFv). Las regiones Vi y Vi de
un anticuerpo scFv comprenden una sola cadena que se pliega para crear un sitio de uniéon a antigeno similar al
encontrado en anticuerpos bicatenarios. Una vez plegadas, las interacciones no covalentes estabilizan el anticuerpo
monocatenario. En una realizacion mas preferida, el scFv se produce de forma recombinante. Un experto se dara
cuenta de que pueden crearse variantes conservativas de los anticuerpos de la presente divulgacion. Dichas
variantes conservativas empleadas en fragmentos scFv conservaran restos de aminoacidos criticos necesarios para
plegar y estabilizar correctamente entre las regiones Vy y V.. En algunas realizaciones de la presente divulgacion, el
anticuerpo scFv esta directamente unido al FCS a través de la cadena ligera.

Aunque las regiones Vy y Vi de algunas realizaciones de anticuerpos pueden unirse directamente entre si, un
experto apreciara que las regiones pueden separarse con un enlazador peptidico que consiste en uno o mas
aminoacidos. Los enlazadores peptidicos y su uso son muy conocidos en la técnica. Véase, por ejemplo, Huston, y
col., Proc. Nat'l Acad. Sci. USA 8: 5879 (1988); Bird, y col., Science 242: 4236 (1988); Glockshuber, y col.,
Biochemistry 29: 1362 (1990); patente de Estados Unidos n.° 4.946.778; la patente de Estados Unidos 5.132.405 y
Stemmer y col., Biotechniques 14: 256-265 (1993).

Generalmente, el enlazador peptidico tendra actividad bioldgica inespecifica aparte de unirse a las regiones o
preservar alguna distancia minima u otra relacion espacial entre ellas. Sin embargo, pueden seleccionarse
aminoacidos constituyentes del enlazador peptidico para ejercer influencia sobre alguna propiedad de la molécula tal
como el plegamiento, la carga neta o la hidrofobicidad. Los anticuerpos Fv monocatenarios (scFv) incluyen
opcionalmente un enlazador peptidico de no mas de 50 aminoacidos, generalmente de no mas de 40 aminoacidos,
preferentemente de no mas de 30 aminoacidos y mas preferentemente de no mas de 20 aminoacidos de longitud.
En algunas realizaciones, el enlazador peptidico es un concatamero de la secuencia Gly-Gly-Gly-Ser (SEQ ID NO:
50), preferentemente 2, 3, 4, 5 o 6 de dichas secuencias. Sin embargo, debe apreciarse que se pueden hacer
algunas sustituciones de aminoacidos dentro del enlazador. Por ejemplo, una valina puede sustituirse por una
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glicina.

Preferentemente, el anticuerpo o fragmento del mismo comprende una region variable de cadena pesada o una
region variable de cadena ligera del anticuerpo mutado, teniendo el polipéptido una afinidad de unién al menos 5
veces mas alta por un antigeno que un anticuerpo parental, teniendo el polipéptido una secuencia que difiere de la
del anticuerpo parental mediante una sustitucion de aminoacidos de al menos un aminoacido en una region
determinante de complementariedad (CDR), estando el aminoacido codificado por un codén que comprende un
nucledtido que pertenece a un motivo de punto caliente seleccionado de AGY o RGYW, enelque ResAo G, Y es
CoTyWesAoT. La sustitucion puede ocurrir en la CDR3 de una region variable de cadena ligera o pesada. La
sustitucion puede ocurrir en la CDR1 o CDR2 de una regién variable de cadena ligera o pesada. En algunas
realizaciones, el anticuerpo antimesotelina es un material de anticuerpo desvelado en la patente de Estados Unidos
n.° 7.081.518 expedida el 25 de julio de 2006.

El anticuerpo antimesotelina puede comprender una cadena pesada variable ("V4") y una cadena ligera variable
("VL"), teniendo cada una de las cadenas Vy y Vi una primera, una segunda y una tercera region determinante de
complementariedad ("CDR"), en la que la primera CDR ("CDR1"), la segunda CDR ("CDR2") y la tercera CDR
("CDR3"), respectivamente, de dicha cadena pesada, tiene la secuencia de restos de aminoacidos mostrada para la
CDR1 (GYTMN; SEQ ID NO: 51), la CDR2 (LITPYNGASSYNQKFRG; SEQ ID NO: 52) y la CDR3 (GGYDGRGFDY;
SEQ ID NO: 53) y en la que las CDR 1, 2 y 3 respectivamente, de dicha cadena V|, tiene la secuencia de restos de
aminoacidos mostrada para la CDR1 (SASSSVSYMH; SEQ ID NO: 54), la CDR2 (DTSKLAS; SEQ ID NO: 55) y
CDR3 (QQWSGYPLT; SEQ ID NO: 56). En algunas realizaciones, la CDR3 de la cadena ligera se modifica y tiene la
secuencia QQWSKHPLT (SEQ ID NO: 57), QQWSGHPLT (SEQ ID NO: 58), QQWSAHPLT (SEQ ID NO: 59),
QQWS-QIPLT (SEQ ID NO: 60), QQWGFNPLT (SEQ ID NO: 61), QQWGTNPLT (SEQ ID NO: 62), QQWGSHPLT
(SEQ ID NO: 63), QQWGDFPLT (SEQ ID NO: 64), QQWGDHPLT (SEQ ID NO: 65), QQWSAHPLT (SEQ ID NO: 66)
o QQWS-GYPTT (SEQ ID NO: 67). En algunas realizaciones, la V4 estd conectada a la V. mediante un péptido
enlazador, GVGGSG4+SG4S (SEQ ID NO: 25). En algunas realizaciones adicionales, el anticuerpo antimesotelina es
un scFv, dsFv, a Fab o un F(ab’),. En algunas otras realizaciones adicionales, el anticuerpo antimesotelina a utilizar
en la ITR comprende una sustitucion de aminoacido de al menos un aminoacido en una CDR seleccionada del grupo
que consiste en CDR1 V|, CDR2 V., CDR1 V4 y CDR2 V4, estando dicho aminoacido codificado por un codén que
comprende un nucleétido que pertenece a un motivo de punto caliente seleccionado de AGY o RGYW, en el que R
esAoG,YesCoTyWesAoT.

D. L1

El anticuerpo esta unido al FCS por un enlazador adicional que es preferentemente un enlace o un polipéptido de 1
a 10 aminoacidos contiguos de longitud. En algunas realizaciones, este enlazador tiene una longitud de 1, 2, 3, 4, 5,
6, 7, 8 0 9 aminoacidos. En algunas realizaciones preferidas, el enlazador consiste en restos de glicina y serina. En
algunas realizaciones adicionales el enlazador es ASGG (SEQ ID NO: 19) o ASGGSGGG (SEQ ID NO: 68). En
realizaciones preferidas, el enlazador forma una cadena polipeptidica continua que une directamente un extremo
carboxilo del anticuerpo al extremo N del FCS.

E. El enlazador flexible

El enlazador flexible acopla directamente el FCS al dominio Il funcional de PE. El enlazador flexible es un péptido
continuo de férmula (Xaa1), en la que cada Xaa1 se selecciona independientemente de glicina y serina y n varia de
3 a 8. En realizaciones preferidas, n es 3. En una realizacion mas preferida, el enlazador es GGS. En otras
realizaciones, n es 4, 5, 6 o 7. En otras realizaciones, el enlazador flexible es GGGS (SEQ ID NO: 50), GGGSG
(SEQ ID NO: 69), GGGGSG (SEQ ID NO: 70) o GGSGGS (SEQ ID NO: 18).

El enlazador flexible se fusiona en secuencia al extremo C del FCS y se fusiona directamente en secuencia al
dominio funcional Ill de PE vy, por consiguiente, forma una cadena peptidica continua con el FCS y el dominio IlI
funcional.

Produccion de inmunoconjugados
i. Procedimientos no recombinantes

En una realizacion no recombinante de la divulgacion, una molécula de direccionamiento, tal como un anticuerpo, se
une a una molécula de PE de la presente divulgacion usando cualquier nimero de medios conocidos por los
expertos en la técnica. Con las moléculas de PE de la presente divulgacion pueden utilizarse medios de unién tanto
covalentes como no covalentes.

El procedimiento para unir una molécula de PE con un anticuerpo o con otra molécula de direccionamiento ("TM",
targeting molecule) variara de acuerdo con la estructura quimica de la TM. Los polipéptidos contienen normalmente
una diversidad de grupos funcionales, por ejemplo, grupos de acido carboxilico (COOH), amina libre (-NH2) o
sulfhidrilo (-SH), que estan disponibles para la reaccién con un grupo funcional adecuado en un anticuerpo, por
ejemplo, para dar como resultado la unién de la molécula de PE.
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Como alternativa, el anticuerpo u otra TM se derivatiza para exponer o para unir grupos funcionales reactivos
adicionales. La derivatizacion puede implicar la unién de cualquiera de una serie de moléculas enlazadoras, tales
como las disponibles en Pierce Chemical Company, Rockford lllinois.

Un "enlazador”, tal y como se utiliza en el presente documento, es una molécula que se utiliza para unirla TM a la
molécula de PE. El enlazador es capaz de formar enlaces covalentes tanto con el anticuerpo como con la molécula
efectora. Los enlazadores adecuados son muy conocidos por los expertos en la técnica, e incluyen, pero sin
limitacion, enlazadores de carbono de cadena lineal o ramificada, enlazadores de carbono heterociclicos o
enlazadores peptidicos. Cuando el anticuerpo y la molécula efectora son polipéptidos, los enlazadores pueden
unirse a los aminoacidos constituyentes a través de sus grupos laterales (por ejemplo, a través de un enlace
disulfuro a cisteina). Sin embargo, en una realizacion preferida, los enlazadores se uniran a los grupos alfa carbono
amino y carboxilo de los aminoacidos terminales.

En algunas circunstancias, cuando el inmunoconjugado ha alcanzado su sitio diana, es deseable liberar la molécula
de PE de la TM. Por lo tanto, en estas circunstancias, los inmunoconjugados comprenderan enlaces que puedan
escindirse cerca del sitio diana. La escision de enlazador para liberar la molécula de PE de la TM puede estimularse
por actividad enzimatica o con condiciones a las que se somete el inmunoconjugado ya sea dentro de la célula diana
o cerca del sitio diana. Cuando el sitio diana es un tumor, puede utilizarse un enlazador que sea escindible en las
condiciones presentes en el sitio del tumor (por ejemplo, cuando se expone a enzimas asociadas a tumores 0 a un
pH acido).

ii. Procedimientos recombinantes

Las secuencias de acidos nucleicos de la presente divulgacion pueden prepararse mediante cualquier procedimiento
adecuado incluyendo, por ejemplo, clonacién de secuencias apropiadas o mediante sintesis quimica directa por
procedimientos tales como el procedimiento con fosfotriéster de Narang, y col., Meth. Enzymol. 68:90-99 (1979); el
procedimiento con dietilfosforamidita de Beaucage, y col., Tetra. Lett. 22:1859-1862 (1981); el procedimiento con
fosforamidita triester en fase sdlida descrito por Beaucage & Caruthers, Tetra. Letts. 22(20):1859-1862 (1981), por
ejemplo, utilizando un sintetizador automatizado como se describe, por ejemplo, en Needham-VanDevanter, y col.
Nucl. Acids Res. 12:6159-6168 (1984); y el procedimiento con soporte solido de la patente de Estados Unidos N.°
4.458.066. La sintesis quimica produce un oligonucleétido monocatenario. Este puede convertirse en ADN
bicatenario por hibridacién con una secuencia complementaria, o por polimerizacién con un ADN polimerasa,
utilizando como molde la cadena sencilla. Un experto reconocera que, aunque la sintesis quimica de ADN esta
limitada a secuencias de aproximadamente 100 bases, pueden obtenerse secuencias mas largas por ligamiento de
secuencias mas cortas.

En una realizacion preferida, las secuencias de acidos nucleicos de la presente divulgacion se preparan por técnicas
de clonacién. Se encuentran ejemplos de técnicas de clonacidon y secuenciacion apropiadas, e instrucciones
suficientes para dirigir a los expertos a través de muchos ejercicios de clonacion, en Sambrook, et al., MOLECULAR
CLONING: A LABORATORY MANUAL (2ND ED.), Vols. 1-3, Cold Spring Harbor Laboratory (1989)), Berger and
Kimmel (eds.), GUIDE TO MOLECULAR CLONING TECHNIQUES, Academic Press, Inc., San Diego CA (1987)), o
en Ausubel, y col. (eds.), CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY, Greene Publishing and Wiley-
Interscience, NY (1987). También proporciona informacién util la informacion de los productos de fabricantes de
reactivos biolégicos y de equipo experimental. Dichos fabricantes incluyen la compafia quimica SIGMA (Saint Louis,
MO), R&D systems (Minneapolis, MN), Pharmacia LKB Biotechnology (Piscataway, NJ), CLONTECH Laboratories,
Inc. (Palo Alto, CA), Chem Genes Corp., Aldrich Chemical Company (Milwaukee, WI), Glen Research, Inc., GIBCO
BRL Life Technologies, Inc. (Gaithersberg, MD), Fluka Chemica-Biochemika Analytika (Fluka Chemie AG, Buchs,
Suiza), Invitrogen, San Diego, CA, y Applied Biosystems (Foster City, CA), asi como otras muchas fuentes
comerciales conocidas por el experto en la técnica.

Los acidos nucleicos que codifican la PE natural también pueden modificarse para formar los inmunoconjugados
descritos en el presente documento. La modificacion por mutagénesis dirigida es muy conocida en la técnica. Los
acidos nucleicos que codifican la PE pueden amplificarse por procedimientos in vitro. Los procedimientos de
amplificacion incluyen la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), la reaccion en cadena de la ligasa (LCR), el
sistema de amplificacion basado en transcripcion (TAS), el sistema autosostenido de replicacion de secuencias
(3SR). Los expertos en la materia conocen una amplia variedad de procedimientos de clonacion, células
hospedadoras y metodologias de amplificacion in vitro.

En una realizacion preferida, los inmunoconjugados se preparan insertando el ADNc que codifica un anticuerpo, u
otra TM de eleccion, en un vector que comprende el ADNc que codifica una PE deseada de la divulgacion. La
insercion se realiza de tal manera que el agente de direccionamiento (para facilitar el analisis, el analisis del
presente documento supondra que el agente de direccionamiento es un Fv, aunque otros agentes de accionamiento
podrian sustituirse con el mismo efecto) y la PE estan en fase de lectura, esto es, en un polipéptido continuo que
contiene una region Fv funcional y una regién PE funcional. En una realizacion particularmente preferida, el ADNc
que codifica una PE de la divulgacion se liga a un scFv, de tal manera que la toxina se localiza en el extremo
carboxilo del scFv. En otras realizaciones preferidas, el ADNc que codifica una PE de la divulgacion se liga a un
scFv de tal manera que la toxina se localiza en el extremo amino del scFv.
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Una vez que los acidos nucleicos que codifican una PE, un anticuerpo, o un inmunoconjugado de la presente
invencion, se aislan y clonan, se puede expresar la proteina deseada en una célula modificada por ingenieria
genética de manera recombinante, tal como una célula de bacteria, planta, levadura, insecto y mamifero. Se espera
que los expertos en la técnica sean conocedores de los numerosos sistemas de expresion disponibles para la
expresion de proteinas, incluyendo E. coli, otros hospedadores bacterianos, células de levadura y diversas células
eucariotas superiores, tales como las lineas de células COS, CHO, HelLa y de mieloma. No se intentara describir con
detalle los diversos procedimientos conocidos para la expresion de proteinas en procariotas o eucariotas. En
resumen, la expresién de acidos nucleicos naturales o sintéticos que codifican las proteinas aisladas de la
divulgaciéon se realizara normalmente uniendo operativamente el ADN o el ADNc con un promotor (que es
constitutivo o inducible), seguido de la incorporacion en un casete de expresion. Los casetes pueden ser adecuados
para la replicacion e integracion en procariotas 0 en eucariotas. Los casetes de expresion tipicos contienen
terminadores de la transcripcion y de la traduccion, secuencias iniciadoras y promotores utiles para la regulacion de
la expresion del ADN que codifica la proteina. Para obtener un alto nivel de expresion de un gen clonado, es
deseable construir casetes de expresion que contengan, como minimo, un promotor fuerte que dirija la transcripcion,
un sitio de unién a ribosoma para el inicio de la traduccién y un terminador de la transcripcién/traduccion. Para E. coli
esto incluye un promotor, tal como los promotores T7, trp, lac o lambda, un sitio de unién a ribosoma y
preferentemente una sefial de terminacion de la transcripcion. Para las células eucariotas, las secuencias de control
pueden incluir un promotor y preferentemente un potenciador procedente de genes de inmunoglobulina, SV40,
citomegalovirus y una secuencia de poliadenilacion, y puede incluir secuencias donadoras y aceptoras de corte y
empalme. Los casetes de la divulgacion pueden transferirse al interior de la célula hospedadora seleccionada por
procedimientos muy conocidos, tales como transformaciéon con cloruro de calcio o electroporacion para E. coli y
tratamiento con fosfato de calcio, electroporacion o lipofeccion para células de mamifero. Las células transformadas
por los casetes pueden seleccionarse por resistencia a antibidticos conferida por genes contenidos en los casetes,
tales como los genes amp, gpt, neo e hyg.

Un experto reconocera que en un acido nucleico que codifica un polipéptido de la presente divulgacion (es decir, una
PE o un inmunoconjugado formado a partir de una PE de la divulgacién) podran realizarse modificaciones sin
disminuir su actividad bioldgica. Para facilitar la clonacion, la expresion o la incorporacion de la molécula de
direccionamiento en una proteina de fusién, pueden realizarse algunas modificaciones. Dichas modificaciones son
muy conocidas por los expertos en la técnica, e incluyen, por ejemplo, codones de terminaciéon, una metionina
afiadida en el extremo amino para proporcionar un sitio de iniciacion, aminoacidos adicionales colocados en
cualquier extremo para crear sitios de restriccion convenientemente localizados, o aminoacidos adicionales (tales
como poli His) para ayudar en las etapas de purificacion.

Ademas de con procedimientos recombinantes, los inmunoconjugados y las PE de la presente divulgacion también
pueden construirse en su totalidad o en parte utilizando sintesis peptidica convencional. La sintesis en fase sélida de
los polipéptidos de la presente divulgacion, de menos de aproximadamente 50 aminoacidos de longitud, puede
realizarse uniendo el aminoacido C terminal de la secuencia a un soporte insoluble seguido de adicién secuencial de
los aminoacidos restantes en la secuencia. Se describen técnicas de sintesis en fase soélida en Barany & Merrifield,
THE PEPTIDES: ANALYSIS, SYNTHESIS, BIOLOGY. VOL. 2: SPECIAL METHODS IN PEPTIDE SYNTHESIS,
PART A. pags. 3-284; Merrifield, y col. J. Am. Chem. Soc. 85:2149-2156 (1963), y en Stewart, y col., SOLID PHASE
PEPTIDE SYNTHESIS, 22 ED., Pierce Chem. Co., Rockford, Ill. (1984). Las proteinas de mayor longitud pueden
sintetizarse por condensacion de los extremos amino y carboxilo de fragmentos mas cortos. Los expertos en la
técnica conocen procedimientos de formacién de enlaces peptidicos por activacién de un extremo terminal carboxilo
(por ejemplo, utilizando el reactivo de acoplamiento N, N’-diciciclohexilcarbodiimida).

iii. Purificacion

Una vez expresados, los inmunoconjugados recombinantes y las PE de la presente divulgacion, pueden purificarse
de acuerdo con procedimientos convencionales de la técnica, incluyendo precipitacion con sulfato de amonio,
columnas de afinidad, cromatografia en columna y similar (véase, en general, R. Scopes, PROTEIN PURIFICATION,
Springer-Verlag, N.Y. (1982)). Se prefieren composiciones sustancialmente puras de al menos una homogeneidad
de aproximadamente 90 a 95%, prefiriéndose mas las que tienen una homogeneidad de 98 a 95% o mas, para los
usos farmacéuticos. Una vez purificadas, parcialmente o, si se desea, hasta la homogeneidad, si van a utilizarse
terapéuticamente, los polipéptidos deben carecer sustancialmente de endotoxina.

Se han descrito procedimientos para la expresién de anticuerpos monocatenarios y/o replegamiento en una forma
activa apropiada, incluyendo anticuerpos monocatenarios, de bacterias tales como E. coli y se conocen bien y son
aplicables a los anticuerpos de esta divulgacion. Véase, Buchner, y col., Anal. Biochem. 205:263-270 (1992);
Pluckthun, Biotechnology 9:545 (1991); Huse, y col., Science 246:1275 (1989) and Ward, y col., Nature 341:544
(1989).

A menudo, las proteinas heterdlogas funcionales de E. coli, o de otras bacterias, se aislan de cuerpos de inclusién y
requieren solubilizacion utilizando desnaturalizantes fuertes y posterior replegamiento. Durante la etapa de
solubilizacion, como se sabe bien en la técnica, debe haber un agente reductor para separar los enlaces disulfuro.
Un tampon ejemplar con un agente reductor es: Tris 0,1 M pH 8, guanidina 6 M, EDTA 2mM, DTE (ditioeritritol) 0,3
M. La reoxidacion de los enlaces disulfuro puede producirse en presencia de reactivos de tiol de bajo peso molecular
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y en forma recudida y oxidada, como se describe en Saxena, y col., Biochemistry 9: 5015-5021 (1970), y como
describen especialmente Buchner, y col., citados anteriormente.

La renaturalizacion se realiza normalmente por dilucion (por ejemplo, 100 veces) de la proteina desnaturalizada y
reducida en un tampoén de replegamiento. Un tampon ejemplar es Tris 0,1 M, pH 8,0, L-arginina 0,5 M, glutation
oxidado 8mM y EDTA 2mM.

Como una maodificacion en el protocolo de purificacion de un anticuerpo bicatenario, las regiones de las cadenas
pesada y ligera se solubilizan y se reducen por separado y después se combinan en una solucion de replegamiento.
Se obtiene un rendimiento preferido cuando estas dos proteinas se mezclan en una relacion molar de tal manera
que no se supere un exceso molar de 5 veces de una proteina sobre la otra. Es deseable afiadir un exceso de
glutation oxidado u otros compuestos oxidantes de bajo peso molecular a la solucion de replegamiento después de
finalizar el intercambio redox.

2. Composiciones farmacéuticas y administracion

En un aspecto de la presente divulgacion proporciona una composicion farmacéutica o un medicamento que
comprende al menos una proteina quimérica descrita en el presente documento, preferentemente una toxina
dirigida, y adicionalmente un transportador farmacéuticamente aceptable. Una composicion farmacéutica o un
medicamento pueden administrarse a un paciente para el tratamiento de una afeccion, incluyendo, pero sin
limitacion, una enfermedad neoplasica o un cancer.

a. Formulacién

Las composiciones farmacéuticas o medicamentos para su uso en la presente divulgacion pueden formularse por
técnicas convencionales utilizando uno o mas transportadores o excipientes fisioldgicamente aceptables. En el
presente documento se describen transportadores farmacéuticos aceptables se describen en el presente documento
asi como en Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 21st Ed., University of the Sciences in Philadelphia,
Lippencott Williams & Wilkins (2005). Las proteinas quiméricas de la presente divulgacion pueden formularse para
su administracion mediante cualquier via adecuada, incluyendo la via por inhalacion, tépica, nasal, oral, parenteral o
rectal. Por tanto, la administracion de la composicion farmacéutica puede realizarse mediante inyeccion
intradérmica, subdérmica, intravenosa, intramuscular, intranasal, inhalatoria, intracerebral, intratraqueal, intraarterial,
intraperitoneal, intravesicular, intrapleural, intracoronaria, subcutanea o intratumoral, con una jeringa u otros
dispositivos. También puede contemplarse la administracion transdérmica, al igual que la administracion mediante
inhalacion o aerosol. Los comprimidos y capsulas pueden administrarse por via oral, rectal o vaginal.

Para su administracién, las composiciones comprenderan normalmente una solucién de la proteina quimérica,
preferentemente una toxina dirigida, disuelta en un trasportador farmacéuticamente aceptable, preferentemente un
transportador acuoso. Pueden utilizarse diversos transportadores acuosos, por ejemplo, solucién salina tamponada y
similar. Estas soluciones son estériles y generalmente carecen de materia no deseable. Estas composiciones
pueden esterilizarse mediante técnicas de esterilizacion convencionales muy conocidas. Las composiciones pueden
contener sustancias auxiliares farmacéuticamente aceptables segun se requiera para aproximarse a las condiciones
fisiologicas, tales como agentes ajustadores de pH y agentes tampon, agentes ajustadores de toxicidad y similares,
por ejemplo, acetato de sodio, cloruro de sodio, cloruro de potasio, cloruro de calcio y lactato de sodio y similares. La
concentracion de la proteina de fusién en estas formulaciones puede variar ampliamente, y se seleccionara
principalmente en funcién de los volimenes liquidos, de las viscosidades, del peso corporal y similar de acuerdo con
el modo de administracién particular seleccionado y con las necesidades del paciente.

Las composiciones de toxina dirigida de la presente divulgacién son idoneas para administracion parenteral,
incluyendo administracion intravenosa o administracion en una cavidad corporal.

Las proteinas quiméricas, preferentemente toxinas dirigidas, de la presente divulgacion, pueden formularse para la
administracion parenteral por inyeccion, por ejemplo, mediante inyeccion en embolada o infusién continua. Las
formulaciones para inyeccion pueden presentarse en una forma farmacéutica unitaria, por ejemplo, en ampollas o en
envases multidosis, con un conservante afadido. Las composiciones inyectables son preferentemente suspensiones
o soluciones isoténicas acuosas y los supositorios se preparan preferentemente a partir de emulsiones o
suspensiones grasas. Las composiciones pueden esterilizarse y/o contener adyuvantes, tales como agentes
conservantes, estabilizantes, humectantes o emulsionantes, promotores de solucién, sales para regular la presion
osmotica y/o tampones. Como alternativa, el principio activo puede estar en forma de polvo para su constitucion con
un vehiculo adecuado, por ejemplo, agua apirdgena estéril, antes de su uso. Ademas, también pueden contener
otras sustancias terapéuticamente valiosas. Las composiciones se preparan de acuerdo con procedimientos
convencionales de mezcla, granulacién o recubrimiento, respectivamente y contienen aproximadamente de 0,1 a
75%, preferentemente aproximadamente de 1 a 50%, de principio activo.

Las formulaciones parenterales de liberacion controlada de las composiciones de toxina dirigida de la presente
divulgacion, pueden fabricarse como implantes, inyecciones oleaginosas o como sistemas de particulas. Para una
visiobn mas general de sistemas de suministro de proteinas véase, Banga, A.J., THERAPEUTIC PEPTIDES AND
PROTEINS: FORMULATION, PROCESSING, AND DELIVERY SYSTEMS, Technomic Publishing Company, Inc.,
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Lancaster, PA, (1995). Los sistemas de particulas incluyen microesferas, microparticulas, microcapsulas,
nanocapsulas, nanoesferas y nanoparticulas. Las microcapsulas contienen la proteina terapéutica como un nucleo
central. En las microesferas el agente terapéutico se dispersa a través de la particula. Las particulas, microesferas y
microcapsulas mas pequefias de aproximadamente 1 um se denominan generalmente nanoparticulas, nanoesferas
y nanocapsulas respectivamente. Los capilares tienen un diametro de aproximadamente 5 um de tal manera que
solo se administran nanoparticulas por via intravenosa. Las microparticulas tienen normalmente un diametro de
alrededor de 100 um y se administran por via subcutanea o intramuscular. Véase, por ejemplo, Kreuter J.,
COLLOIDAL DRUG DELIVERY SYSTEMS, J. Kreuter, ed., Marcel Dekker, Inc., Nueva York, NY, pags. 219-342
(1994); and Tice & Tabibi, TREATISE ON CONTROLLED DRUG DELIVERY, A. Kydonieus, ed., Marcel Dekker, Inc.
New York, NY, pags. 315-339 (1992).

Para liberacion controlada con iones de las composiciones de toxina dirigida de la presente divulgacion pueden
utilizarse polimeros. En la técnica se conocen diversas matrices poliméricas degradables y no degradables para su
uso en la administracion de farmaco en el suministro controlado de farmacos (Langer R.,Accounts Chem. Res.,
26:53. Por ejemplo, el copolimero en bloque, poloxamer 407 existe como un liquido con movilidad, incluso viscoso a
bajas temperaturas, pero forma un gel semisélido a temperatura corporal. Se ha demostrado que es un vehiculo
eficaz para la formulacion y suministro sostenido de interleucina-2 recombinante y ureasa (Johnston y col., Pharm.
Res., 9:425-434 (1992); y Pec y col., J. Parent. Sci. Tech., 44(2):58-65 (1990)). Como alternativa, como un
microtransportador para la liberacién controlada de proteinas se ha utilizado hidroxiapatita (ljntema y col., Int. J.
Pharm., 112:215-224 (1994)). En otro aspecto mas, se utilizan liposomas para la liberacion controlada, asi como
para el direccionamiento de farmacos encapsulados en lipidos (Betageri y col., LIPOSOME DRUG DELIVERY
SYSTEMS, Technomic Publishing Co., Inc., Lancaster, PA (1993)). Para el suministro controlado de proteinas
terapéuticas se conocen numerosos sistemas adicionales. Véanse, por ejemplo, las patentes de Estados Unidos N.°
5,055,303,5,188,837,4,235,871, 4,501,728, 4,837,028 4,957,735 y 5,019,369, 5,055,303; 5,514,670; 5,413,797;
5,268,164; 5,004,697; 4,902,505; 5,506,206,5,271,961; 5,254,342 y 5,534,496.

Las formulaciones adecuadas para aplicacion transdérmica incluyen una cantidad eficaz de una composicion de la
presente divulgacion con un transportador. Los transportadores preferidos incluyen disolventes absorbibles
farmacologicamente aceptables para ayudar a pasar a través de la piel del hospedador. Por ejemplo, los dispositivos
transdérmicos estan en forma de un vendaje que comprende un elemento de refuerzo, un depdsito que contiene la
composicion opcionalmente con transportadores, opcionalmente una barrera que controla la velocidad para
suministrar la composicién en la piel del hospedador a una velocidad controlada y predeterminada durante un
periodo de tiempo prolongado, y medios para fijar el dispositivo a la piel. También pueden utilizarse formulaciones
transdérmicas de tipo matriz.

Las formulaciones adecuadas para aplicacion topica, por ejemplo, en la piel y ojos, son preferentemente soluciones
acuosas, pomadas, cremas o0 geles muy conocidos en la técnica. Estas pueden contener agentes solubilizantes,
estabilizantes, potenciadores de la tonicidad, tampones y conservantes.

Para la administracion oral, una composicion farmacéutica o un medicamento pueden tener forma, por ejemplo, de
un comprimido o una capsula, preparados por medios convencionales con un excipiente farmacéuticamente
aceptable. Se prefieren comprimidos y capsulas de gelatina que comprendan el principio activo, es decir, una
composicion de la presente divulgacion, junto con (a) diluyentes o cargas, por ejemplo, lactosa, dextrosa, sacarosa,
manitol, sorbitol, celulosa (por ejemplo, etilcelulosa, celulosa microcristalina), glicina, pectina, poliacrilatos y/o
hidrogenofosfato de calcio, sulfato de calcio, (b) lubricantes, por ejemplo, silice, talco, acido estearico, su sal de
magnesio o calcio, estearatos metalicos, didéxido de silicio coloidal, aceite vegetal hidrogenado, almidén de maiz,
benzoato de sodio, acetato de sodio y/o polietilenglicol; para comprimidos también, (c) aglutinantes, por ejemplo,
silicato de aluminio o magnesio, pasta de almidén, gelatina, tragacanto, metilcelulosa, carboximetil celulosa de sodio,
polivinilpirrolidona y/o hidroxipropil metil celulosa; si se desea (d) disgregantes, por ejemplo, almidones (por ejemplo,
almidon de patata o almiddn de sodio), glicolato, agar, acido alginico o su sal de sodio, 0 mezclas efervescentes; (e)
agentes humectantes, por ejemplo, lauril sulfato sédico y/o (f) absorbentes, colorantes, saporiferos y edulcorantes.

Los comprimidos pueden recubrirse con una pelicula o con un recubrimiento entérico de acuerdo con
procedimientos conocidos en la técnica. Las preparaciones liquidas para administracion oral pueden tener forma, por
ejemplo, de soluciones, jarabes o suspensiones, o pueden presentarse con un producto deshidratado para su
constitucion con agua u otro vehiculo adecuado antes de su uso. Dichas preparaciones liquidas pueden preparase
por medios convencionales con aditivos farmacéuticamente aceptables, por ejemplo, agentes de suspension, por
ejemplo, jarabe de sorbitol, derivados de celulosa o grasas comestibles hidrogenadas; agentes emulsionantes, por
ejemplo, lecitina o goma arabiga; vehiculos no acuosos tales como, por ejemplo, aceite de almendra, ésteres
oleaginosos, alcohol etilico o aceites vegetales fraccionados; y conservantes, por ejemplo, metil o propil-p-
hidroxibenzoatos o acido soérbico. Las separaciones también pueden contener sales tampon, saporiferos, colorantes
y/o edulcorantes segun sea apropiado. Si se desea, las preparaciones para administracion oral pueden formularse
adecuadamente para proporcionar una liberacién controlada de la composicion activa.

Para la administracion por inhalacion de la proteina quimérica, preferentemente un anticuerpo y/o toxina dirigida
pueden suministrarse convenientemente en forma de una presentacion de pulverizaciéon en aerosol desde envases
presurizados o desde un nebulizador, utilizando un propulsor adecuado, por ejemplo, diclorodifluorometano,
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triclorofluorometano, diclorotetrafluoroetano, 1,1,1,2- tetrafluoretano, diéxido de carbono u otro gas adecuado. En el
caso de un aerosol presurizado, la unidad de dosificacion puede determinarse proporcionando una valvula para
suministrar una cantidad medida. Las capsulas y cartuchos, por ejemplo, de gelatina, para su uso en un inhalador o
insuflador pueden formularse para que contengan una mezcla en polvo de la proteina quimérica, preferentemente un
anticuerpo o una toxina dirigida y una base en polvo adecuada, por ejemplo, lactosa o almidon.

Las composiciones también pueden formularse en composiciones rectales, por ejemplo, supositorios o enemas de
retencion, por ejemplo, que contengan bases para supositorio convencionales, por ejemplo, manteca de cacao u
otros glicéridos.

Ademas, las composiciones pueden formularse como una preparacion de medicamento de absorcion lenta (depot).
Dichas formulaciones de accion prolongada pueden administrarse mediante implantacién (por ejemplo, subcutanea
o intramuscular) o mediante inyeccién intramuscular. Por tanto, por ejemplo, la composiciéon puede formularse con
materiales poliméricos o hidréfobos adecuados (por ejemplo, como una emulsién en un aceite aceptable) o en
resinas de intercambio idnico, o como derivados moderadamente solubles, por ejemplo, como una sal
moderadamente soluble.

Si se desea, las composiciones pueden presentarse en un envase o dispositivo dispensador que pueda contener
una o mas formas farmacéuticas unitarias que contengan el principio activo. El envase puede comprender, por
ejemplo, una lamina de metal o plastico, por ejemplo, un envase blister. El envase o dispositivo dispensador puede
contener instrucciones para la administracion.

b. Dosificacion

En una realizacion de la presente divulgacion, a un paciente se le administra una composiciéon farmacéutica o un
medicamento a una dosis terapéuticamente eficaz para prevenir, tratar o controlar una enfermedad o afeccién
neoplasica, tal como un cancer. La composicion farmacéutica o el medicamento se administran a un paciente en una
cantidad suficiente para suscitar una respuesta terapéutica o de diagndstico eficaz en el paciente. Una respuesta
terapéutica o de diagndstico eficaz es una respuesta que al menos detiene o retarda, al menos parcialmente, los
sintomas o complicaciones de la enfermedad o afeccion neoplasica. Una cantidad adecuada para conseguir esto se
define como una “dosis terapéuticamente eficaz”.

La dosificacion de las proteinas quiméricas, preferentemente toxinas dirigidas, o composiciones administradas,
depende de la especie del animal de sangre caliente (mamifero) del peso corporal, de la edad, de la afeccion
individual, del area de superficie a tratar y de la forma de administracion. El tamafio de la dosis también se
determinara por la existencia, naturaleza y grado de cualquiera de los efectos adversos que acompafian a la
administracion de un compuesto particular en un sujeto particular. Una dosificacion unitaria para la administracion a
un mamifero de aproximadamente 50 a 70 kg puede contener entre aproximadamente 5 y 50 mg del principio activo.
Normalmente, una dosificacién del compuesto de la presente divulgacion, es una dosificacion que es suficiente para
conseguir los efectos deseados.

A partir de mediciones de la proteina quimérica, preferentemente acumulacion en el cuerpo de un sujeto de la toxina
dirigida, pueden calcularse pautas de dosificacion optimas. En general, la dosificacion varia de 1ng a 1.000 mg por
kg de peso corporal y puede darse una o mas veces al dia, a la semana, al mes o al afio. Los expertos habituales en
la técnica pueden determinar facilmente las dosificaciones 6ptimas, las metodologias de dosificacion y las tasas de
repeticion. Un experto en la técnica sera capaz de determinar la dosificacion 6ptima para la administracion de una
proteina quimérica, preferentemente una toxina dirigida, a un ser humano después de establecer protocolos
conocidos en la técnica y en la divulgacion del presente documento.

Las dosificaciones optimas, toxicidad y eficacia terapéutica de las composiciones pueden variar dependiendo de la
fuerza relativa de las composiciones individuales y pueden determinarse mediante procedimientos farmacéuticos
convencionales en cultivos de células o en animales experimentales, por ejemplo, determinando la LDso (la dosis
letal al 50 % de la poblacion) y la DEsg (la dosis terapéuticamente eficaz en el 50 % de la poblacion). La relacion de
dosis entre los efectos toxicos y terapéuticos es el indice terapéutico y puede expresare como la proporcion,
DLso/DEso. Se prefieren las composiciones que presentan indices terapéuticos grandes. Aunque pueden utilizarse
composiciones que presenten efectos secundarios toxicos, hay que tomar precauciones a la hora de disefiar un
sistema suministro que dirija dichas composiciones al lugar del tejido afectado para minimizar posibles dafios a
células normales y, por lo tanto, reducir los efectos secundarios.

Los datos obtenidos, por ejemplo, de estudios con animales (por ejemplo, roedores y monos) pueden utilizarse para
formular un intervalo de dosificacion para su uso en seres humanos. La dosificacion de los compuestos de la
presente divulgacion se encuentra preferentemente en un intervalo de concentraciones en circulacion que incluye la
DEso con poca o ninguna toxicidad. La dosificacion puede variar en este Intervalo dependiendo de la forma de
dosificacion empleada y de la via de administraciéon. Para cualquier composicién para su uso en los procedimientos
de la divulgacion, la dosis terapéuticamente eficaz puede calcularse inicialmente a partir de ensayos de cultivos
celulares. Puede formularse una dosis en modelos con animales para obtener un Intervalo de concentracion
plasmatica en circulacion que incluya la Clso (la concentracion del compuesto de ensayo que consigue una inhibicién

25



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2641877713

media maxima de los sintomas) determinada en cultivo celular. Dicha informacién puede utilizarse para determinar,
con mayor precision, dosis Utiles en seres humanos. Pueden medirse niveles en plasma, por ejemplo, mediante
cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC). En general, la dosis equivalente de una proteina quimérica,
preferentemente de una toxina dirigida, es de aproximadamente 1 ng/kg a 100 mg/kg para un sujeto normal.

Una composicion normal de toxina dirigida de la presente invencién, para administracion intravenosa, seria de
aproximadamente 0,1 a 10mg por paciente al dia. Pueden utilizarse dosificaciones de 0,1 a aproximadamente
1.000 mg por paciente al dia. Los procedimientos actuales para la preparacion de composiciones administrables son
conocidos o son obvios para los expertos en la técnica y se describen con mas detalle en publicaciones tales como
Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 21st Ed., University of the Sciences in Philadelphia, Lippencott
Williams & Wilkins (2005).

Como ejemplos de dosis de las composiciones descritas en el presente documento se incluyen cantidades de
miligramos y microgramos de la composicion por kilogramo de sujeto o peso de muestra (por ejemplo, de
aproximadamente 1 microgramo por kilogramo a aproximadamente 500 miligramos por kilogramo, de
aproximadamente 100 microgramos por kilogramo a aproximadamente 5 miligramos por kilogramo, o de
aproximadamente 1 microgramo por kilogramo a aproximadamente 50 microgramos por kilogramo. También se
entiende que las dosis apropiadas de una composicién dependen de la fuerza de la composiciéon con respecto al
efecto deseado que va a conseguirse. Cuando una o mas de estas composiciones van a administrarse a un
mamifero, un médico, un veterinario o investigador puede prescribir, por ejemplo, una dosis inicial relativamente baja
y aumentar posteriormente la dosis hasta que se obtenga una respuesta apropiada. Ademas, se entiende que el
nivel de dosis especifico para cualquier sujeto mamifero particular dependera de diversos factores, incluyendo la
actividad de la composicion especifica empleada, la edad, peso corporal, estado general, sexo y dieta del sujeto, el
tiempo y via de administracion, tasa de excrecion, cualquier combinacion de farmaco y del grado de expresion o de
actividad a modular.

En una realizacion de la presente divulgacion, una composicién farmacéutica o medicamento comprende una
proteina quimérica, preferentemente una toxina dirigida de la presente divulgacion, se administra, por ejemplo, en
una dosis diaria en el intervalo de aproximadamente 1mg de compuesto por kg de peso del sujeto (1 mg/kg) a
aproximadamente 1 g/kg. En ofra realizacion, la dosis es una dosis en el intervalo de aproximadamente 5 mg/kg a
aproximadamente 500 mg/kg. En oftra realizacion mas, la dosis es de aproximadamente 10mg/kg a
aproximadamente 250 mg/kg. En otra realizacion, la dosis es de aproximadamente 25 mg/kg a aproximadamente
150 mg/kg. Una dosis preferida es de aproximadamente 10 mg/kg. La dosis diaria puede administrarse una vez al
dia o puede dividirse en subdosis y administrarse en dosis multiples, por ejemplo, dos veces, tres veces o cuatro
veces al dia. Sin embargo, como apreciara un experto en la técnica, las composiciones descritas en el presente
documento pueden administrarse en cantidades diferentes a tiempos diferentes. El experto en la técnica también
apreciara que determinados factores pueden influir en la dosificacién y temporizacion, necesarias para tratar
eficazmente un sujeto, incluyendo, pero sin limitacion, la gravedad de la enfermedad o la afeccion neoplasica,
tratamientos previos, estado general y/o el sexo del sujeto y otras enfermedades presentes. Ademas, el tratamiento
de un sujeto con una cantidad terapéuticamente eficaz de una composicion puede incluir un solo tratamiento o,
preferentemente, puede incluir una serie de tratamientos.

Después de un tratamiento satisfactorio, puede ser deseable que el sujeto se mantenga bajo terapia para impedir la
recurrencia de la enfermedad o afeccion neoplasica tratada.

c. Administracion

Las composiciones de la presente divulgacion pueden administrarse para tratamientos terapéuticos. En aplicaciones
terapéuticas, las composiciones se administran a un paciente que padece una enfermedad o afeccidén neoplasica, tal
como cancer, en una cantidad suficiente para curar o detener al menos parcialmente a la enfermedad y sus
complicaciones. Una cantidad adecuada para lograr esto se define como una “dosis terapéuticamente eficaz”. Las
cantidades eficaces para este uso dependeran de la gravedad de la enfermedad y del estado de salud general del
paciente. Una cantidad eficaz del compuesto es aquella que proporciona el alivio subjetivo de uno o mas sintomas o
una mejora objetivamente identificable observada por el médico u otro observador cualificado.

La determinacion de una cantidad eficaz se encuentra bien dentro de la capacidad de los expertos en la técnica,
especialmente a la luz de la divulgacion detallada proporcionada en el presente documento. Generalmente, una
cantidad eficaz o efectiva de un inmunoconjugado se determina administrando primero una dosis baja o una
pequefia cantidad del inmunoconjugado y después aumentando crecientemente la dosis o dosificaciones
administradas, afiadiendo un segundo o un tercer medicamento segun sea necesario, hasta que se observe un
efecto deseado en el sujeto tratado con efectos secundarios minimos o no toxicos.

Las administraciones sencillas o multiples de las composiciones se administran dependiendo de la dosificacion y
frecuencia que necesite y tolere el paciente. En cualquier caso, la composicion deberia proporcionar una cantidad
suficiente de proteinas de la presente divulgacion para tratar de un modo eficaz al paciente. Preferentemente, la
dosis se administra una vez pero puede aplicarse periédicamente hasta que se consiga un resultado terapéutico o
hasta que los efectos secundarios justifiquen la suspension de la terapia. Generalmente, la dosis es suficiente para

26



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2641877713

tratar o mejorar sintomas o signos de enfermedad sin producir una toxicidad inaceptable al paciente.

Para conseguir el efecto terapéutico deseado, las composiciones pueden administrarse durante varios dias a una
dosis diaria terapéuticamente eficaz. Por tanto, la administracion terapéuticamente eficaz de las composiciones para
tratar en un sujeto una enfermedad o afeccion neoplasica descrita en el presente documento puede requerir la
administracion periédica (por ejemplo, diaria) que continda durante un periodo de tiempo que varia de tres dias a
dos semanas o mas. Normalmente, las composiciones se administraran durante al menos tres dias consecutivos, a
menudo durante al menos cinco dias consecutivos, mas a menudo durante al menos diez dias, y algunas veces,
durante 20, 30, 40 o mas dias consecutivos. Aunque una ruta preferida sea dosis diarias consecutivas para
conseguir una dosis terapéuticamente eficaz, puede obtenerse un efecto terapéuticamente eficaz incluso si los
compuestos o composiciones no se administran diariamente, siempre que la administraciéon se repita con suficiente
frecuencia para mantener una concentracion terapéuticamente eficaz de las composiciones en el sujeto. Por
ejemplo, puede administrarse una composicion cada dos dias, cada tres dias o, si se emplean intervalos de dosis
mas elevadas y el sujeto las tolera, una vez a la semana.

3. Procedimientos de inhibicion del crecimiento tumoral

Las composiciones de la presente divulgacion se utilizan de diversas maneras. Por ejemplo, las moléculas de PE de
la presente divulgacion, por ejemplo, como parte de una molécula quimérica, se utilizan para (i) inducir la apoptosis
en una célula que lleva uno o mas marcadores de superficie, (ii) inhibir el crecimiento, la hiperproliferacion o la
supervivencia indeseados de una célula que lleva uno o mas marcadores de superficie celular, (iii) tratar una
afeccion, tal como cancer y (iv) proporcionar terapia a un mamifero que ha desarrollado una enfermedad causada
por la presencia de células que llevan uno o mas marcadores de superficie celular.

Cualquier célula o célula tumoral que exprese mesotelina como un marcador de superficie celular puede utilizarse
para llevar a la practica un procedimiento de la presente divulgacion. Los procedimientos en la presente divulgacion
pueden llevarse a la practica in vitro o in vivo. Cuando se hace referencia a una célula, se entiende que este término
también incluye una poblacion de células, es decir, mas de una célula.

Uso de composiciones para inducir la apoptosis en una célula que lleva uno o mas marcadores de superficie
celular

La apoptosis desempefia un papel crucial tanto en el desarrollo como en la homeostasis de organismos
multicelulares. La "apoptosis" se refiere a muerte celular programada y se caracteriza por determinadas
caracteristicas celulares, tales como membrana informe, condensacién y fragmentacion de la cromatina, formacion
de cuerpos apoptéticos y un patrén de tincion "TUNEL" (marcado del extremo libre por UTP mediado por
desoxinucleotidil transferasa terminal) positivo. Una etapa posterior en el proceso apoptético es la degradacion de la
membrana plasmatica, que hace que las células apoptéticas sean permeables a diversos colorantes (por ejemplo,
yoduro de propidio).

La apoptosis puede inducirse mediante rutas de sefializacion independientes multiples que convergen sobre un
mecanismo efector final que consta de interacciones multiples entre diversos receptores de muerte y sus ligandos,
que pertenecen a la superfamilia de receptor de factor de necrosis tumoral (TNF)/ligando. Los receptores de muerte
mejor caracterizados son CD95 ("Fas"), TNFR1 (p55), el receptor de muerte 3 (DR3 o Apo3/TRAMO), DR4 y DR5
(apo2-TRAIL-R2). ElI mecanismo efector final de la apoptosis es la activacion de una serie de proteinasas
denominadas caspasas. La activacién de estas caspasas produce la escision de una serie de proteinas celulares
vitales y la muerte celular.

La presente divulgacion proporciona procedimientos para inducir la apoptosis en una célula que expresa mesotelina.
En un aspecto, el procedimiento para inducir la apoptosis en una célula, comprende la etapa de exponer o poner en
contacto la célula que expresa mesotelina, como un marcador de superficie celular, con una ITR de la presente
divulgacion. Normalmente, las células se exponen o se ponen en contacto con cantidades eficaces del
inmunoconjugado, en el que la puesta en contacto produce la induccion de la apoptosis.

En otro aspecto de la presente divulgacion, se proporciona un procedimiento de induccion de una célula tumoral que
expresa mesotelina en su superficie para experimentar apoptosis, que comprende la etapa de administrar a un
sujeto una ITR de la presente divulgacion.

Uso de composiciones para inhibir el crecimiento, la hiperproliferacion o la supervivencia de una célula lleva
uno o mas marcadores de superficie celular

Es un objeto de la presente divulgacion proporcionar estrategias terapéuticas mejoradas para el tratamiento de
canceres utilizando las composiciones de la divulgacion. En un aspecto de la presente divulgacion, se describe un
procedimiento para inhibir al menos un crecimiento, hiperproliferaciéon o supervivencia no deseados de una célula.
Este procedimiento comprende la etapa de poner en contacto una célula que exprese mesotelina, como un
marcador de superficie, con una cantidad eficaz de una PE-de la presente divulgacion, por ejemplo, como parte de
una molécula quimérica, como se describe en el presente documento, en el que la etapa de poner en contacto
produce la inhibicidon de al menos uno de crecimiento, hiperproliferacién o supervivencia indeseable de la célula. En
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una realizacion, este procedimiento comprende la etapa de determinar si la célula expresa uno o mas marcadores
de superficie celular, por ejemplo, un receptor de superficie celular. Normalmente, las células se exponen o se ponen
en contacto con cantidades eficaces del inmunoconjugado, en el que la puesta en contacto produce la inhibicion de
al menos uno de crecimiento, hiperproliferacién o supervivencia indeseable de la célula.

Por tanto, en un aspecto de la presente divulgacion, se describen procedimientos de inhibicion del crecimiento de
una poblacién de células que llevan mesotelina. En un aspecto preferido, este procedimiento comprende las etapas
de (a) poner en contacto una poblacion de células con una proteina quimérica de acuerdo con la invencion. Muchos
tumores forman metastasis. Por tanto, en otro aspecto de la presente divulgacion, las composiciones de la misma se
utilizan en un procedimiento de prevencién de la formacién de una metastasis. Este procedimiento comprende la
etapa de administrar a una célula tumoral una composicion de la presente divulgacion en la que la administracion
produce la prevencion de la metastasis. En un aspecto preferido, la composicién comprende una toxina dirigida que
comprende un anticuerpo contra un antigeno de superficie celular y una PE de la presente divulgacion.
Normalmente, las células se exponen a, o se ponen en contacto con, cantidades eficaces del inmunoconjugado, en
el que la puesta en contacto produce la prevencion de la metastasis. Como ejemplos de canceres cuyo crecimiento,
propagacion y/o progresion puede inhibirse incluyen cancer de ovario, mesotelioma, cancer de pulmén no
microcitico, adenocarcinoma de pulmén y cancer pancreatico.

Los procedimientos de la presente divulgacion pueden llevarse a la practica in vitro e in vivo. Por tanto, en otro
aspecto de la presente divulgacion, se describe un procedimiento para el tratamiento de un sujeto que padece una
afeccion cancerosa. Este procedimiento comprende la etapa de administrar a un sujeto, al que se le ha
diagnosticado un cancer, cantidades terapéuticamente eficaces de la ITR de la divulgacion, en el que la afeccion
cancerosa se caracteriza por un crecimiento o una proliferacion indeseable de una célula que expresa uno o mas
marcadores de superficie celular y en el que la etapa de administrar produce el tratamiento del sujeto. Normalmente,
las células se exponen o se ponen en contacto con cantidades eficaces de la inmunotoxina, en el que la puesta en
contacto produce el tratamiento del sujeto.

En un aspecto de la presente divulgacion, una inmunotoxina que comprende una PE de la presente divulgacion es
para su uso en un procedimiento de tratamiento de un sujeto que padece un cancer mediado por la interaccion de
union mesotelina-CA125. Como ejemplos de canceres cuyo crecimiento, propagacion y/o progresion estan
mediados, al menos parcialmente, por la unién de CA125/mesotelina se incluyen cancer de ovario, mesotelioma,
cancer de pulmén no microcitico, adenocarcinoma de pulmoén y cancer pancreatico.

Los procedimientos para el tratamiento del cancer pueden comprender opcionalmente una o mas de las siguientes
etapas: obtencion de una muestra biolégica de tejido o fluido de un individuo; exploracion de la muestra biolégica
para la expresién de mesotelina, a través de la puesta en contacto de la muestra bioldgica con un anticuerpo dirigido
contra el marcador de superficie o la exploracion de la muestra biolégica para la expresion del polinucledtido
marcador de superficie detectando un ARNm marcador de superficie. Esto puede realizarse utilizando técnicas
convencionales conocidas en la materia, por ejemplo, transferencia Western, transferencia Northern o PCR.

Uso de composiciones para el tratamiento de un sujeto que ha desarrollado una enfermedad causada por la
presencia de células que llevan uno o mas marcadores de superficie celular

También se describe un procedimiento que proporciona terapia a un mamifero que ha desarrollado una enfermedad
causada por la presencia o proliferaciéon aberrante de células que preferentemente llevan o sobreexpresan
mesotelina. En un aspecto preferido, este procedimiento comprende la etapa de administrar a dicho mamifero una
ITR de la divulgacién. Normalmente, las células se exponen a, o se ponen en contacto con, cantidades eficaces de
la inmunotoxina, dando como resultado el contacto el tratamiento del sujeto.

En otro aspecto, la presente divulgacion proporciona la eliminacion de células diana in vitro o ex vivo utilizando las
ITR de la presente divulgacion. Por ejemplo, las moléculas quiméricas que comprenden las ITR de la divulgacion
pueden utilizarse para eliminar células diana de una poblacién de células en el cultivo. Por tanto, células cultivadas,
por ejemplo, de un paciente que tiene un cancer que expresa mesotelina, pueden eliminarse de células cancerosas
poniendo en contacto el cultivo con moléculas quiméricas dirigidas contra mesotelina, como se describe en el
presente documento.

En algunos, las células diana pueden estar incluidas en una muestra biolégica. Una “muestra bioldgica”, como se
utiliza en el presente documento, es una muestra de tejido o fluido biolégico que contiene células diana y células no
diana. Dichas muestras incluyen, pero sin limitacion, tejido de biopsia, sangre y células sanguineas (por ejemplo
leucocitos). Normalmente, una muestra biolégica se obtiene de un eucariota multicelular, preferentemente un
mamifero tal como una rata, un ratén, una vaca, un perro, una cobaya, un conejo y mas preferentemente un primate,
tal como un macaco, chimpancé o ser humano. Mas preferentemente la muestra es de un ser humano.

Procedimientos de monitorizaciéon de la respuesta al tratamiento con una ITR de la invencién

La divulgaciéon describe procedimientos de deteccion de la inhibicion del crecimiento tumoral en un paciente que
padece, o que es susceptible a un cancer que puede tratarse con una ITR de la divulgacion. Los procedimientos son
particularmente Utiles para la monitorizacién de un ciclo de tratamiento que se administra a un paciente utilizando las
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ITR descritas en el presente documento. Los procedimientos pueden utilizarse para monitorizar tanto el tratamiento
terapéutico en pacientes sintomaticos como el tratamiento profilactico en pacientes asintomaticos.

Los procedimientos de monitorizacion conllevan determinar un valor inicial de carga tumoral en un paciente antes de
administrar una dosificacion de las ITR descritas en el presente documento y comparar este valor con un valor de la
carga tumoral después del tratamiento, o con la carga tumoral en un paciente que no recibe tratamiento.

Una disminucion significativa (es decir, mayor que el margen tipico de error experimental en mediciones repetidas de
la misma muestra, expresado como una desviacion tipica de la media de dichas mediciones) en el valor de la carga
tumoral indica un resultado de tratamiento positivo (es decir, que la administracion de las ITR de la presente
divulgacion ha bloqueado la progresion del crecimiento y/o metastasis tumoral).

En otros procedimientos, se determina un valor de control (es decir, una desviacidon media y tipica) de carga tumoral
en una poblacion de control o en una poblaciéon normal (por ejemplo carga = cero). Normalmente, los individuos en la
poblacion de control no han recibido tratamiento previo. Los valores medidos de la carga tumoral en un paciente
después de la administracion de las ITR de la presente divulgacion se comparan después con el valor de control.
Una disminuciéon significativa en la carga tumoral con respecto al valor de control (por ejemplo, mayor que una
desviacion tipica de la media) indica un resultado de tratamiento positivo. Una ausencia de disminucion significativa
o un aumento indica un resultado de tratamiento negativo.

En otros procedimientos, se determina un valor de control de carga tumoral (por ejemplo, una desviacion media y
tipica) a partir de una poblacién de control de individuos que se ha sometido a tratamiento recibiendo un régimen de
las ITR descritas en el presente documento, por ejemplo, como parte de una molécula quimérica, como se describe
en el presente documento. Los valores medidos de carga tumoral en un paciente se comparan con el valor de
control. Si el nivel medido en un paciente no es significativamente diferente (por ejemplo, mas de una desviacion
tipica) al del valor de control, el tratamiento puede interrumpirse. Si el nivel de carga tumoral en un paciente esta
significativamente por encima del valor de control, la administraciéon continuada del agente esta justificada.

En otros procedimientos, para determinar si se requiere reanudar el tratamiento, se monitoriza la carga tumoral de
un paciente que no esta actualmente recibiendo tratamiento, pero que se ha sometido a un ciclo de tratamiento
previo. El valor de la carga tumoral medido en el paciente, puede compararse con un valor de carga tumoral
previamente obtenido en el paciente después de un ciclo de tratamiento previo. Un aumento significativo en la carga
tumoral con respecto a la medicion previa (es decir, mayor que un margen de error tipico en mediciones repetidas de
la misma muestra) es indicativo de que el tratamiento puede reanudarse. Como alternativa, el valor medido en un
paciente puede compararse con un valor de control (media mas desviacion tipica) determinado en una poblacion de
pacientes después de someterse a un ciclo de tratamiento. Como alternativa, el valor medido en un paciente puede
compararse con un valor de control en poblaciones de pacientes tratados profilacticamente que permanecen sin
sintomas de enfermedad, o poblaciones de pacientes tratados terapéuticamente que muestran una mejora de las
caracteristicas de la enfermedad. En todos estos casos, un aumento en la carga tumoral con respecto al nivel de
control (es decir, mas de una desviacion tipica) es un indicador de que el tratamiento debe reiniciarse en un
paciente.

La muestra de tejido para analisis es normalmente sangre, plasma, suero, moco, biopsia de tejido, tumor, ascitis o
liquido cefalorraquideo del paciente. La muestra puede analizarse para indicios de neoplasia. La neoplasia o carga
tumoral puede detectarse utilizando cualquier procedimiento conocido en la técnica, por ejemplo, observacion visual
de una biopsia por un patdlogo cualificado, u otras técnicas de visualizacion, por ejemplo, radiografia, ultrasonido,
obtencién de imagenes por resonancia magnética (MRI).

KITS, ENVASES, DISPOSITIVOS Y SISTEMAS

Para el uso en las aplicaciones de diagnodstico, de investigacion y terapéuticas, descritas anteriormente, la
divulgacién también proporciona kits y sistemas. Los kits de la presente divulgacién comprenderan una ITR de la
presente divulgacion, por ejemplo, como parte de una molécula quimera. Ademas, los kits y los sistemas pueden
incluir material de instrucciones que contienen pautas (es decir, protocolos) para la realizacién practica de los
procedimientos de esta divulgacion. Las instrucciones pueden estar presentes en los kits en cuestion, de diversas
formas, pudiendo estar en el kit una o mas de estas formas. Aunque el material de instrucciones normalmente
comprende material escrito o impreso, dicho material no esta limitado a esto. Cualquier medio que pueda almacenar
dichas instrucciones y comunicarlas a un usuario final se contempla en esta divulgacion. Dichos medios incluyen,
pero sin limitacién, medios de almacenamiento electronico (por ejemplo discos magnéticos, cintas, cartuchos,
microplacas), medios épticos (por ejemplo CD ROM) y similares. Dichos medios pueden incluir direcciones de sitios
de internet que proporcionan dichos materiales de instrucciones.

De acuerdo con la presente divulgacion puede prepararse una amplia variedad de kits, sistemas y composiciones,
dependiendo del usuario al cual esté destinado el kit y el sistema, y de las necesidades particulares del usuario.

Se proporcionan kits con dosis unitarias de la composicion activa, por ejemplo, en dosis orales, vaginales, rectales,
transdérmicas o inyectables (por ejemplo para inyeccion intramuscular, intravenosa o subcutanea). En dichos Kkits,
ademas de los envases que contienen las dosis unitarias, habra un prospecto con informacion que describe el uso y
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los beneficios esperados de la composicion, en el tratamiento de una enfermedad o afeccién neoplasica. Las
composiciones activas y las dosis unitarias adecuadas son las descritas anteriormente en el presente documento.

Aunque la anterior divulgacion se ha descrito con cierto detalle a modo ilustrativo y con ejemplos para su aclaracion
y entendimiento, sera facilmente obvio para un experto habitual en la materia, a la luz de las ensefianzas de la
presente divulgacion, que pueden realizarse en la misma ciertas variaciones, cambios, modificaciones y
sustituciones de equivalentes sin apartarse necesariamente del ambito de esta divulgacion. Como resultado, las
realizaciones descritas en el presente documento se someten a varias modificaciones, cambios y similares, dentro
del ambito de la presente divulgacion que se determina exclusivamente por referencia a las reivindicaciones
adjuntas en la misma. Los expertos en la técnica reconoceran facilmente una variedad de parametros no criticos que
podrian cambiarse, alterarse o modificarse para producir esencialmente resultados similares. También debe
entenderse que la terminologia utilizada en el presente documento es con el fin de describir Unicamente
realizaciones particulares, y no pretende ser limitante, ya que el ambito de la presente divulgacion estara limitado
Unicamente por las reivindicaciones que se adjuntan.

Aunque en el presente documento cada uno de los elementos de la presente divulgacion se describe como que
contiene realizaciones multiples, debe entenderse que, a menos que se indique de otra manera, cada una de las
realizaciones de un elemento determinado de la presente divulgacion puede utilizarse con cada una de las
realizaciones de los otros elementos de la presente divulgacion y cada uno de dichos usos pretende formar una
realizacion distinta de la presente divulgacion.

Como puede apreciarse a partir de la divulgacion anterior, la presente divulgacion tiene una amplia variedad de
aplicaciones.

La invencion se ilustra adicionalmente mediante los siguientes ejemplos

Ejemplos

Proteinas

SS1P (SS1 (dsFv)-PE38) y todos los mutantes procedentes de SS1P se expresaron en Escherichia coli BL21
(ADE3) a partir de vectores para SS1 (VH)-PE y SS1 (V, y posteriormente se replegd y purificé como se describe
(Pastan |, Beers R y Bera TK, Methods Mol Biol., 248: 503-18 (2004)). Se prepararon reservas de SS1P en
Advanced BioScience Laboratories, Inc. (Kensington, MD). Todas las ITR restantes se prepararon en el Laboratory
of Molecular Biology, National Cancer Institute (Bethesda, MD). Las mutaciones en SS1P se generaron utilizando
mutagénesis dirigida de Quikchange (Stratagene, La Jolla, CA) con cebadores de Lofstrand Labs Limited
(Gaithersburg, MD).

Lineas celulares

En este estudio se utilizé una diversidad de lineas celulares procedentes de ser humano positivas a mesotelina. Las
lineas celulares de adenocarcinoma de pulmén L55 y de mesotelioma M30 fueron proporcionadas por el doctor
Steven Albelda, Universidad de Pennsylvania (Filadelfia, PA). La linea celular de mesotelioma HAY la proporcioné la
Stehlin Foundation for Cancer Research (Houston TX). Las lineas celulares de cancer de ovario OVCAR-8 y A1847
las proporcioné el doctor Hisataka Kobayashi y el doctor S. Aaronson, respectivamente, del National Cancer Institute
(Bethesda, MD). La linea celular de adenocarcinoma de pulmén NCI-H322M se obtuvo procedente del doctor
Mitchell Ho del National Cancer Institute (Bethesda, MD). La linea celular KB31 es un subclén de la linea celular KB
de carcinoma epidérmico humano (Akiyama S y col., Somat Cell Mol Genet., 11(2): 117-26 (1985)). La linea celular
A431/K5 es un derivado de la linea celular de carcinoma epidermoide A431 que se transfectd con mesotelina
humana (Chowdhury PS y col.,, Proc. Nat. Acad. Sci. USA, 95: 669-674 (1998)) y creci6 en medio esencial
modificado de Dulbecco. (DMEM) complementado con FBS al 10 %, L-glutamina 2 mM, piruvato de sodio 1 mM,
penicilina 100 U, estreptomicina 100 ug y G-418 (geneticina) 750 pg/ml. A menos que se especifique otra cosa,
todas las lineas celulares crecieron a 37°C con CO; al 5% en medio RPMI-1640 complementado con FBS al 10 %,
L-glutamina 2 mM, piruvato de sodio 1 mM, penicilina 100 U y estreptomicina 100 pg (Invitrogen Corporation,
Carlsbad, CA).

Ensayos de citotoxicidad

La viabilidad de las lineas celulares tratadas con inmunotoxinas se midié utilizando el ensayo de recuento celular
con el Kit-8 WST-8 (Dojindo Molecular Technologies, Inc., Gaithersburg, MD) esencialmente como se describe en el
manual técnico. En resumen, de 5.000 a 10.000 células/pocillo se sembraron en placas de 96 pocillos, se permitio la
union y se incubaron con diversas concentraciones de ITR durante 72 horas a un volumen final de 0,2 ml, después
de lo cual se afiadieron 10 pl del reactivo CCK-8 a cada pocillo. Las placas se incubaron a 37 °C hasta que los
pocillos con la absorbancia maxima a 450 nm alcanzaron valores de DO de aproximadamente 1. Los valores se
normalizaron entre la ciclohexamida (10 pg/ml) y los controles de tampdn (seroalbumina humana al 0,2 % en PBS) y
se ajustd a una ecuacion sigmoidea de 4 parametros convencional con una pendiente variable utilizando el
programa GraphPad PRISM para obtener la concentracion de inmunotoxina a la cual habia una muerte celular del
50 % (CEso).
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Se realizé un ensayo de viabilidad de células de pacientes con mesotelioma como se describe. En resumen, las
células se obtuvieron de fluido pleural o de ascitis de pacientes con mesotelioma y se sembraron a una densidad de
5x10* células/pocillo en una placa de 24 pocillos con diversas concentraciones de las ITR SS1P, SS1-LR, BL22
(anti-CD22/PE38) como control negativo y HB21 (receptor de antitransferrina/PE38) como control positivo. Las
células se incubaron durante 96 horas, se fijaron y se tifieron con colorante violeta de cristal. La intensidad de color
de cada pocillo se determind con un lector de microplaca Versamax (Molecular Devices, Inc., Sunnyvale, CA) a una
longitud de onda de 595 nm. Cada valor se determiné por triplicado. Se realizé un analisis estadistico de los datos
resultantes mediante ANOVA utilizando el programa informatico GraphPad Prism (GraphPad Software, Inc., La Jolla,
CA).

Ensayo antitumoral con xenoinjerto de ratén

A veinticuatro ratones lampifios se les inyectd, por via subcutanea en el costado, células A431/K5 el dia 0, como se
describe previamente (Zhang Y, Clin Cancer Res., 12(15): 4695-701 (2006)). El volumen tumoral se midid
regularmente con un calibrador durante las 6 semanas siguientes. Cuando 5 dias después del implante, el tamafio
tumoral promedio alcanzo -100 mm3, los ratones se dividieron en cuatro grupos de seis y recibieron una inyeccion
tres veces cada dos dias (CDDX3) de 0,2 ml de MSA al 0,2 % en PBS (solo vehiculo) o de vehiculo que contenia
SS1P (0,3mg/kg) o SS1-LR (6,0 o 15mg/kg). Los ratones se sacrificaban cuando sus tumores superaban
1.000 mm3 o al final del experimento. Los animales se manipularon de acuerdo con las recomendaciones del
National Institutes of Health aprobadas por el Animal Care and Use Committee of the National Cancer Institute.

Ensayo de internalizacion de ITR

Células A431/K5 (108/pocillo) se sembraron en una placa de 6 pocillos (10 cm?célula) y se dejaron incubando
durante una noche. Al dia siguiente, el medio de cada pocillo se reemplazé por 1 ml de medio reciente que contenia
1 ug de la ITR a evaluar. Las células se incubaron a 37 °C durante varios intervalos de tiempo, después de lo cual el
pocillo se aclaré brevemente con 2 ml de PBS frio, 1 ml de tampén de separacion frio (BSA 1 mg/ml en glicina 0,2 M,
H 2,5) y de nuevo con 2 ml de PBS frio. Posteriormente, las células se sometieron a lisis tampon RIPA 200 ul (NaCl
150 mM, EDTA 1 mM, NP-40 al 1 %, desoxicolato Na al 0,5 %, SDS al 0,1 %, Tris-Cl 50 mM, pH 8,0) que contenia
un coctel de inhibidor de proteasa (Sigma, St. Louis, MO). Las muestras se analizaron mediante transferencia de
Western SDS-PAGE con tris-glicina no reductora, utilizando un anticuerpo policlonal anti-PE38 de conejo.

Citotoxicidad variable de SS1-LR

Experimentos iniciales con SS 1-LR demostraron que tenia una citotoxicidad altamente variable con respecto a la de
SS1P en una seleccion de lineas celulares que expresaban mesotelina, que variaba de mas de 4 veces mas activa a
20 veces menos activa. Sin embargo, la tendencia general era hacia una molécula menos activa. SS 1-LR era mas
del 20 % menos activa con respecto a SS1P en 5 de las 8 lineas celulares ensayadas, y Unicamente mayor del 20 %
mas activa en una sola linea celular. Esta tendencia es notablemente diferente de la versién anti-CD22 de la
molécula LR, HA22-LR, que normalmente demostré una citotoxicidad similar o aumentada en ambas lineas celulares
y en células de pacientes (Weldon JE, Blood., 113(16): 3792-800 (2009)). Estas observaciones indican que hay una
diferencia intrinseca entre la ruta de intoxicacion de PE en células epiteliales que expresan mesotelina y en linfocitos
B que expresan CD22.

Tabla 1. Resumen de citotoxicidad de SS1-LR

CES50 (ng/ml)

Linea celular| SS1P | SS1-LR | Actividad relativa
L55 5,32 4,66 1,14
NCI-H322M | 0,63 1,80 0,35
HAY 4,79 1,05 4,56
KB31 0,47 9,34 0,05
M30 2,56 3,23 0,79
A431/K5 0,17 0,72 0,24
OVACR-8 1,40 4,13 0,34
A1847 4,59 4,70 0,98
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Actividad de SS1-LR in vitro

La inmunotoxina SS1P (Fig 1A) consiste en Fv antimesotelina SS1 de dos cadenas estabilizado con disulfuro unido
a PE38 (Chowdhury PS y col., Proc. Nat. Acad. Sci. USA, 95: 669-674 (1998); Chowdhury PS y Pastan I., Nat
Biotechnol., 17: 568-572 (1999); Reiter Y y Pastan I., Clin. Cancer Res., 2: 245-252 (1996)). Se introdujo la mutacion
LR (Weldon JE, Blood., 113(16): 3792-800 (2009); PE A251-273 y A285-394) en SS1P para crear la variante SS1-LR
(Fig 1B) y se evalud su actividad en comparacion con SS1P contra diversas lineas celulares que expresaban
mesotelina in vitfro. La Figura 2 muestra ensayos de citotoxicidad representativos para ocho lineas celulares
diferentes.

La linea celular de cancer de pulmén L55 (A) mostré sensibilidad similar en ambas ITR. Por otro lado, la linea de
cancer de pulmén NCI-H322M (Pal LH y col., Nat Med., 2(3): 350-3 (1996)) era aproximadamente 3 veces menos
sensible a SS1-LR que a SS1P. La linea celular de mesotelioma HAY (G) fue mayor que 4 veces mas sensible a
SS1-LR que a SS1P, pero la linea de mesotelioma M30 (D) fue aproximadamente 20 % menos sensible a SS1P-LR.
La linea celular A431/K5 (H), una linea epitelial transfectada de manera estable con mesotelina (Chowdhury PS y
col., Proc. Nat. Acad. Sci. USA, 95: 669-674 (1998); Chang K y Pastan I., Proc. Natl. Acad. Sci. USA., 93,136-140
(1996)), era aproximadamente 4 vedes menos sensible a SS1-LR en comparacion con SS1P. Ademas, la linea de
cancer de cuello uterino KB31 (C) es susceptible a destruccion por SS1P, pero su CEsp es 20 veces menor que la de
SS1-LR. Las sensibilidades de las lineas celulares de cancer de ovario A1847 (F) y OVCAR-8 (E) a SS1-LR también
se evaluaron. SS1-LR mostré una CEsg similar a la de SS1P en la linea A1847, pero una CEsp 2 veces reducida en
la linea OVCAR-8. La Tabla | resume estos datos y presenta los valores de CEsp relativos comparando SS1P y SS1-
LR. La actividad de SS1-LR con respecto a SS1P varia ampliamente entre las diferentes lineas celulares.

Cuando se analizan los datos, se observa que SS1-LR no reduce completamente la viabilidad de muchas de las
lineas celulares evaluadas (NCI-H322M, KB31, M30, OVCAR-8 y A1847) a los niveles de control, como se define
por células tratadas con ciclohexamida 10 ug/ml. Esto sugiere que una subpoblacion de células puede ser sensible a
SS1P, pero resistente a SS1-LR. Se evalu6 esta posibilidad incubando células OVCAR-8 y A 184 7 durante 4 dias
con 10 ng/ml de SS1-LR e intentando cultivar cualquier célula superviviente. No se observo crecimiento adicional de
las células después de tratamiento con ITR. Se llegé a la conclusién de que, aunque en nuestro ensayo no se
obtuvo inhibicion metabdlica completa, no habia una subpoblacién de estas lineas celulares que fuese resistente a
SS1-LR.

Actividad de SS1-LR in vivo

A continuacion se evalué la eficacia de SS1-LR utilizando un modelo de tumor de xenoinjerto de ratén. De las lineas
celulares que se ensayaron in vitro, tan solo A431/K5 crecié de modo consistente en nuestro modelo de xenoinjerto.
Ratones lampifios con tumores de xenoinjerto A431/K5 alcanzaron un promedio de -100 mm? cuando se trataron por
via intravenosa CDDX3 con SS1-LR a dosis de 6,0 o 15 mg/kg. Para comparacion, se trataron grupos adicionales
por via intravenosa CDDX3 con tampon (HSA al 0,2 % en PBS) o con SS1P 0,3 mg/kg, la dosis tolerada maxima de
SS1P con este régimen de dosificacion. El tamafio tumoral de cada raton se midié regularmente durante 22 dias
después del implante (Fig. 3).

Los tumores de los ratones tratados con PBS crecieron rapidamente hasta un tamafio promedio mayor de
1.000 mm? el dia 14 después del implante. Los ratones tratados los dias 5, 7 y 9 con SS1P 0,3 mg/kg mostraron
regresiones tumorales que alcanzaron el tamarfio tumoral promedio a un minimo de aproximadamente 53 mm? el dia
12. El dia 20, todos los tumores habian reanudado un crecimiento rapido. La dosis de 6,0 mg/kg de SS1-LR era
ligeramente menos fuerte que la de 0,3 mg/kg de SS1P. Los tumores en los ratones tratados con 6,0 mg/kg de SS1-
LR alcanzaron un tamafio minimo promedio de 92 mm? los dias 7 y 9, y todos reanudaron un crecimiento rapido el
dia 18. La dosis de 15 mg/kg de SS1-LR demostré una actividad antitumoral significativamente mejor que la de
0,3 mg/kg de SS1P. Los tumores en los ratones tratados con 15 mg/kg de SS1-LR retrocedieron a un tamafio
minimo promedio de 17 mm? el dia 22, cuatro de los seis tumores habian reanudado su crecimiento, un tumor
permanecié invariable a 10 mm? desde el dia 18 y un tumor fue indetectable después del dia 15. Sin embargo, en
este modelo SS1-LR era aproximadamente 20 veces menos activa que SS1P, su baja toxicidad inespecifica nos
permite tratar a los ratones con altas dosis y conseguir un efecto antitumoral superior.

Procesamiento de ITR internalizadas

Las diferencias en el transito intracelular y en el procesamiento entre SS1P y SS1-LR podrian representar la
variacion en cuanto a la actividad observada entre las dos ITR. Para analizar esta hipétesis, se examiné la
internalizacion y el procesamiento de SS1P y SS1-LR en células A431/K5 por transferencia de Western (Fig 4). Se
seleccionaron células A431/K5 porque expresaban altos niveles de mesotelina (aproximadamente 106 sitios/célula)
e internalizaban grandes cantidades de ITR para su visualizacion. Se realizé una transferencia Western SDS-PAGE
no reductora en lisados celulares completos de células A431/K5 tratadas con una incubacion continua de 1 ug/ml de
SS1P o SS1-LR durante diversos intervalos de tiempo. La Figura 4A muestra un ciclo de tratamiento con SS1P,
mientras que la Figura 4B muestra un ciclo de tiempo de tratamiento con SS1-LR.

Como se esperaba, las células A431/K5 tratadas con SS1P o SS1-LR, tenian bandas prominentes en posiciones

32



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2641877713

indicativas de las formas de longitud completa (62 kDa y 50 kDa, respectivamente) y reducida (51 kDa y 39 kDa,
respectivamente) de las dos ITR. Ambas ITR contenian tres enlaces disulfuro en la region Fv: un enlace
intracatenario en cada uno en los fragmentos VH y VL, y un enlace intercatenario entre los Vy y V. (Fig 1). SS1P
contenia un enlace disulfuro adicional en el dominio Il entre los restos de cisteina que flanquean el sitio de escisién
de furina (Cys®®® y Cys?). El estado de oxidacion del enlace disulfuro adicional en SS1P parece cambiar la
migracion de SS1P en la SDS-PAGE, causando el doblete observado (Fig 4A, reducida). Estas bandas se doblan en
una sola banda cuando se tratan con un agente reductor (datos no mostrados).

También se esperaba observar bandas correspondientes a los fragmentos de escision de furina C terminales de
SS1P y SS1-LR (34 kDa y 24 kDa, respectivamente). Los lisados de células tratadas con SS1P mostraron una
banda prominente cerca de 34 kDa, indicativa del fragmento de escision de furina. En cambio, lisados de células
tratadas con SS1-LR, mostraron solo una débil banda que correspondia a 24 kDa. La intensidad de cada banda se
cuantifico con el programa informatico ImageQuant (GE Healthcare). La Figura 4C muestra el porcentaje de
intensidad de banda total del fragmento escindido con furina en cada momento. La SS1P escindida con furina
alcanza un maximo de ligeramente mas del 30 % de la suma de la intensidad de todas las bandas, mientras que SS
1-LR alcanza un maximo de 6 % de la intensidad total. Hay una diferencia mayor de 5 veces entre las proporciones
de SS1P escindida y SS1-LR escindida en cada momento, lo que sugiere que SS1-LR puede procesarse por furina
de un modo menos eficaz que SS1P.

Mutantes enlazadores flexibles

Dado que nuestros datos sugieren que SS1-LR se procesa por furina de un modo menos eficaz que SS1P, se tratd
de potenciar la actividad de SS1-LR aumentando su eficiencia de escisién por furina. Se disefiaron varios mutantes
para explorar si los cambios realizados en el sitio de escisién de furina podrian potenciar la actividad de SS1-LR
mejorando la eficiencia de escision por furina intracelular. Nuestra estrategia fue aumentar la flexibilidad del sitio de
escision de furina, y por tanto, su accesibilidad a furina, mediante la adicion de enlazadores cortos no estructurados
de Gly/Ser. SS1-LR/GGS (Fig 1B) incluye un enlazador de Gly-Gly-Ser en el extremo C terminal del resto 11 del sitio
de escision de furina y tiene actividad potenciada en ambas lineas celulares NCIH322M y KB31 (Fig 5). El aumento
de la longitud del enlazador (SS1-LR/GGSx2; Fig 1B) no potencia la actividad adicional (datos no mostrados). La
duplicacién del sitio de escision de furina con regiones enlazadoras adicionales (SS1-2xFurina Fig 1 B) tampoco
potencia la actividad mas alla de SS1-LR/GGS (datos no mostrados). A diferencia de SS1-LR, todos los mutantes
enlazadores extendidos demuestran inhibicion metabdlica completa equivalente a la del control de ciclohexamida.
Adicionalmente, para confirmar la importancia de la escision por furina, se preparé el mutante SS1-LR/GGS R279G,
que incluia la mutacion R279G, que hace que la furina no pueda escindir el sitio. Este mutante era completamente
inactivo contra células tanto NCI-H322M como KB31 (Fig 5), lo que demuestra la necesidad de la escision de furina
para la actividad.

Después se ensayo nuestra hipétesis de que el enlazador de GGS potenciaba la eficiencia de escision de furina de
SS1-LR. Sin embargo, un analisis de transferencia de Western de células A431/K5 tratadas con SS1-LR/GGS, no
mostré mejoras en la proporcion de ITR escindida con respecto al total (datos no mostrados). Del mismo modo, la
escision por furina in vitro de SS1-LR/GGS no mostré6 mejoras en la tasa de escision por furina (datos no
mostrados). Estos resultados indican que la citotoxicidad mejorada de SS1-LR/GGS no se debe a la escision de
furina potenciada, sino que es mas bien el resultado de un mecanismo diferente. Otras posibles explicaciones
incluyen la translocacion potenciada de la toxina durante el transito intracelular.

Actividad en células de pacientes

Aunque este estudio siguié adelante, se disefid una serie de 8 mutaciones puntuales en el dominio Il para reducir la
inmunogenicidad de PE en pacientes tratados con las ITR, eliminando epitopos de linfocitos B conocidos (Onda M y
col., presentada para publicacion en el PNAS.). Estas mutaciones (D406A, R432G, R467 A, R490A, R513A, E548S,
Q592A y K590S) no influyen sobre la actividad de las ITR, sino que mas bien reducen la inmunogenicidad de la
proteina. Se incorporaron estas ocho mutaciones en SS1- LR/GGS, fabricando una nueva variante denominada
SS1-LR/GGS/8M y su citotoxicidad se ensayo frente a células primarias extraidas de liquido pleural o ascitis de
pacientes con mesotelioma. El liquido extraido de los pacientes contenia una mezcla de células, no todas malignas,
y que no expresan uniformemente mesotelina. Por tanto, el ensayo proporciona una buena evaluacion de la
actividad relativa pero es solamente un calculo estimado de la citotoxicidad absoluta. Las células se trataron en un
pase previo con diversas concentraciones de SS1P o SS1-LR/GGS/8M vy la viabilidad se evalu6é después de cuatro
dias mediante un ensayo con violeta de cristal como se ha descrito. De las diversas células de pacientes que se
evaluaron con respecto a su respuesta a SS1P, dos (NCI-M-02 y NCI-M-03) mostraron una buena respuesta al
tratamiento (disminucion de la viabilidad > 65 % al nivel de dosis de 100 ng/ml). La actividad de SS1P- LR/GGS/8M
se evalud en estas dos poblaciones y se compar6 con la actividad de SS1P. Los datos se representan en la Figura 6
como valores fraccionados del valor de control no tratado.

Las dos células de pacientes NCI-M-02 y NCI-M-03 fueron sensibles al tratamiento con cualquiera de SS1P o SS1-
LR/GGS/8M, mostrando una disminuciéon mayor del 60 % en la viabilidad con respecto al control no tratado a dosis
de 100 ng/ml o inferiores. NCI-M-02 y NCI-M-03 eran particularmente sensibles a SS1-LR/GGS/8M a los niveles de
dosis de 1,0 y 10 ng/ml, lo que demostraba una citotoxicidad significativamente mas alta cuando se compar6 con
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SS1P a estas concentraciones (p < 0,05). Como controles, las células de los pacientes también se trataron con las
ITR BL22 y HB21 (datos no mostrados). BL22, que se dirige al marcador especifico de linfocitos B CD22, no afecto a
la viabilidad de ninguna de las poblaciones celulares a una dosis de 100 ng/ml. HB21, que se dirige al receptor
ubicuo de transferrina y que se sabe que es extremadamente activa en casi todas las células, redujo la viabilidad de
ambas lineas celulares casi un 90 % a una dosis de 10 ng/ml. En su conjunto, los datos muestran que SS1-
LR/GGS/8M tenia una citotoxicidad similar a, o mayor que, SS1P en las dos poblaciones de células de pacientes
diferentes. Se llega a la conclusion de que aunque las dos inmunotoxinas antimesotelina no se comportan de la
misma manera, tienen una actividad citotéxica comparable.

Ejemplo 2.

Adicionalmente, se ampli6 un informe sobre la construccion, evaluacion y contraste de SS1-LR/GGS/8M, una
variante de SS1P con propiedades terapéuticas mejoradas. Como se ha indicado anteriormente, SS1-LR/GGS/8M
incorpora mutaciones previamente mostradas que mejoran las ITR, asi como una nueva mutaciéon que potencia su
actividad. La SS1-LR es una variante truncada de SS1P que contiene el fragmento catalitico de PE unido al Fv de
SS1 mediante el resto 11 de PE del sitio de escision de furina PE. La citotoxicidad de SS1-LR se evalud en siete
lineas celulares y se descubri6é que era sustancialmente inferior que la de SS1P. Andlisis adicionales de SS1-LR en
células cultivadas indicaron que estaba mal procesada por furina durante la ruta de intoxicacion. Para mejorar la
escision de furina se introdujo un enlazador de 3 restos en SS1-LR, creando SS1-LR/GGS. SS1-LR/GGS era
significativamente mas activo sobre las lineas celulares, pero no mostré escision de furina potenciada. Se
introdujeron ocho mutaciones puntuales en el fragmento catalitico de SS1-LR/GGS, que habian mostrado que
disminuian la inmunogenicidad de la ITR eliminando epitopos de linfocitos B. Esta nueva ITR, SS1-LR/GGS/8M,
mostro en este caso excelente actividad antitumoral, baja toxicidad inespecifica en roedores y reactividad reducida
con suero anti SS1P humano. Adicionalmente, células primarias de pacientes con mesotelioma muestran respuestas
potenciadas a SS1-LR/GGS/8M con respecto a SS1P. SS1-LR/GGS/8M es un candidato terapéutico superior para el
desarrollo clinico debido a su baja antigenicidad, baja toxicidad inespecifica y alta actividad.

En este estudio se utilizaron diversas lineas celulares procedentes de ser humano positivas a mesotelina. Estas
células se obtuvieron y crecieron, en general, como se indica en el Ejemplo 1.

Ensayos de citotoxicidad

La viabilidad de las lineas celulares tratadas con inmunotoxinas se midi6 utilizando el ensayo de recuento celular
con el Kit-8 WST-8 (Dojindo Molecular Technologies, Inc., Gaithersburg, MD). Las células (2.000 células/pocillo) se
sembraron en placas de 96 pocillos, se dejaron adherirse durante una noche y se incubaron con diversas
concentraciones de ITR durante 72 horas a un volumen final de 0,2 ml. Al final del periodo de incubacién, se
afadieron 10 pl del reactivo CCK-8 a cada pocillo y las placas se incubaron a 37 °C hasta que los pocillos con la
maxima absorbancia a 450 nm alcanzaron valores de DO de ~1. Los valores se normalizaron entre controles de
ciclohexamida (10 yg/ml) y tampén (solucion salina tamponada con fosfato de Dulbecco sin Ca ni Mg (D-PBS;
Quality Biological, Inc., Gaithersburg, MD) que contenia seroalbumina humana (HSA) al 0,2 %), después se
ajustaron a una ecuacion sigmoidea con pendientes variables para la meseta, linea basal y pendiente de Hill
utilizando el programa informatico GraphPad PRISM (programa informatico GraphPad, Inc., La Jolla, CA).
Posteriormente la ecuacion se utilizé para interpolar la concentracion de ITR cuya viabilidad celular se redujo al nivel
del 50 % (CE50).

Las células de pacientes con mesotelioma se cultivaron y sus respuestas se evaluaron frente a SS1P y SS1-
LR/GGS/8M basicamente como se describe (Xiang X, y col., PLoS One 2011; 6: e14640.). Se utilizd6 D-PBS y HB21
10 ng/ml (receptor de antitransferrina/PE40) como controles negativos y positivos para la muerte celular. Cada
condiciéon se evalué por triplicado. Se realizaron analisis estadisticos de los datos resultantes mediante ANOVA
utilizando el programa informatico GraphPad Prism.

Ensayo antitumoral de xenoinjerto de raton

A veintiocho ratones lampifios hembra se les inyectd por via subcutanea en el costado 5x10° células L55 en RPMI
0,2 ml con matrigel 4 mg/ml (BD Biosciences, San José, CA) el dia 0. El volumen del tumor se midié regularmente
con un calibrador durante los siguientes 30 dias. Siete dias después del implante (tumor promedio de ~ 100 mm3),
los ratones se dividieron en cuatro grupos iguales y se les inyectd, por via intravenosa, los dias 7, 9y 12, 0,2 ml de
HSA al 0,2 % en D-PBS (vehiculo) o vehiculo que contenia SS1P (0,4 mg/kg) o SS1-LR/GGS/8M (0,4 o 2,5 mg/kg).
Este experimento y todos los experimentos posteriores con animales se manipularon de acuerdo con las
recomendaciones del National Institutes of Health aprobadas por el Animal Care and Use Committee of the National
Cancer Institute.

Parametros farmacocinéticos de suero de ratéon

A grupos de nueve ratones hembra Balb/c se les inyectd, por via intravenosa, 10 uyg de SS1P o SS1-LR/GGS/8M en
0,2 ml de D-PBS con HSA al 0,2 %. Se extrajo sangre de grupos de tres ratones a intervalos de tiempo de 2 y 20, 5
y 30 o 10 y 60 minutos. Los sueros se analizaron mediante ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA)
como se ha descrito anteriormente (Bang S, y col., Clin Cancer Res 2005; 11:1545-50.25)).
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Ensayo de filtracion capilar en ratas

Para evaluar la toxicidad inespecifica de SS1-LR/GGS/8M, se utilizé un modelo de rata previamente descrito de
sindrome de filtracion capilar inducido por ITR (Siegall CB, y col., Proc Natl Acad Sci USA 1994; 91: 9514-8.). En
resumen, ratas hembra nu/nu (atimicas) Wistar Furthand Rowett de seis a ocho semanas de vida (Harlan-Sprague-
Dawley) recibieron una inyeccion intravenosa de D-PBS, SS1P (0,2 o 0,3 mg/kg) o SS1-LR/GGS/8M (6 o 12 mg/kg).
Después de 24 horas, las ratas se sacrificaron mediante exposicion a CO». Se recogio fluido hidrotoracico de los
animales sacrificados colocando el cuerpo posicion recostada dorsal, retirando la pared toracica ventral y aspirando
el fluido utilizando una jeringa de 3 ml y una aguja de calibre 27,5. Los pulmones de diversas ratas se extirparon, se
fijaron durante 3 dias en formalina al 10 %, se seccionaron y se tifieron.

Se realizaron ensayos de internalizacion de ITR esencialmente como se ha descrito anteriormente, analizandose las
muestras mediante transferencia de western no reductora utilizando un anticuerpo policlonal anti-PE38 de conejo.

Ensayo de antigenicidad.

La union de SS1P o SS1-LR/GGS/8M a anticuerpos en los sueros de los pacientes se analizé esencialmente como
se describe (Onda M, y col., Proc Natl Acad Sci USA 2011; 108: 5742-7), excepto que para la deteccion de
anticuerpos especificos de PE por ELISA, se utilizaron CD22-rFc y HA22.

Resultados
Actividad de SS1-LR in vitro.

La inmunotoxina SS1P (Fig. 1) es el Fv de SS1 antimesotelina de dos cadenas estabilizado con disulfuro unido a
PE38. Se introdujo la mutacion LR ((Weldon JE, y col. Blood 2009; 113: 3792-800); PE A251-273 y A285-394) en
SS1P para crear SS1-LR y se evalu6 su actividad en siete lineas celulares que expresaban mesotelina in vitro. La
Tabla 2 resume datos de al menos 3 experimentos de citotoxicidad distintos como los valores CEsg promedio y error
tipico de la media. En comparacion con SS1P, SS1-LR era mas activa en la linea celular HAY, pero menos activa en
el resto de las lineas. La actividad de SS1-LR varié en gran medida entre las diferentes lineas celulares, pero era
menos activa en las lineas de cancer de ovario.

Tabla 2
CEso * ETM (ng/ml)

Linea celular| Cancer de origen |  SS1P SS1LR [SS1-LRIGGS|SS1-LR/GGs/gM| SSTIRICGS
HAY Mesotelioma 224+021 | 052+007 | 0,10+0,04 | 0,22 0,02 >1000
M30 Mesotelioma 0,57+0,07 | 3,70+£0,85 | 0,93+0,18 | 1,46 + 0,20 >1000

NCI-H322M | Adenocarcinoma | 4 544 607 | 165+023 | 018005 | 042 +0,09 >1000
pulmonar

L55 Adenocarcinoma | , g9, 543 | 667127 | 1.08+017 | 1,73 +0,31 >1000
pulmonar

OVCAR-8 |Carcinoma de ovario| 0,84 + 0,21 | 49,1 +37,9 | 2,84 + 1,43 14,4 + 8,78 >1000

A1847 Carcinoma de ovario| 1,01 £+0,21 | 27,0+ 8,70 | 2,73 +0,79 17,7+7,13 >1000

A431/K5 Carcinoma 0,044 + 0,005/0,561 + 0,198|0,199 + 0,033| 0,194 + 0,038 15,12 + 3,625
epidermoide

SS1-LR/GGS/8M

La inmunogenicidad sigue siendo un problema significativo para las ITR basadas en PE (Weldon JE, y col., FEBS J.
2011 Dec; 278(23): 4683-700). Aunque trabajos que comparan HA22-LR con HA22 (Hansen JK, y col., J
Immunother 2010; 33: 297-304)) nos conducen a anticipar que SS1-LR sera menos inmunogénica que SS1P, los
elementos restantes de PE sin embargo no suscitaran rapidamente anticuerpos neutralizantes. Para retirar epitopos
de linfocitos B inmunogénicos en PE, se disefié una serie de ocho mutaciones puntuales en el dominio Il
recientemente (Onda M, y col., Proc Natl Acad Sci USA 2011; 108: 5742-7.). Estas mutaciones (D406A, R432G,
R467A, R490A, R513A, E548S, Q592A y K590S) reducen drasticamente la inmunogenicidad de HA22-LR en
ratones, pero no disminuyen enormemente su citotoxicidad. Se incorporaron las mutaciones en SS1-LR/GGS,
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creando una nueva variante denominada SS1-LR/GGS/8M y se ensayo la ITR contra siete lineas celulares que
expresaban mesotelina. Los valores de CEsp de estos experimentos se indican en la Tabla 2. SS1-LR/GGS/8M es
mas activa que SS1-LR y ocasionalmente mas activa que SS1P (HAY, L55) pero es menos activa que SS1-LR/GGS.
La disminucion en la actividad es especialmente evidente en las lineas de cancer de ovario.

Toxicidad inespecifica

En trabajos previos con la ITR anti-CD22, HA22, se descubrié que una sola dosis intravenosa de HA22 de 2 mg/kg
era letal para los ratones, mientras que una dosis de HA22-LR de 20 mg/kg, no mostro toxicidad (Weldon JE, y col.,
Blood 2009; 113: 3792-800). Desde entonces se han administrado dosis Unicas de HA22-LR de hasta 45 mg/kg a
ratones sin causar la muerte (observaciones no publicadas, datos no mostrados) y se prevé un comportamiento
similar de SS1-LR y sus variantes. Experimentos anteriores colocaron la DLsg intravenosa de una sola dosis de
SS1P a 1,0 mg/kg en ratones Balb/C (Filpula D, y col., Bioconjug Chem 2007; 18: 773-84) y 0,75 mg/kg en ratones
Swiss NIH (Onda M., y col., Cancer Res 2001; 61: 5070-7). Utilizando un programa de dosificacion CDDx3
(administrado tres veces cada dos dias) similar al programa clinico, los ratones habian tolerado una dosis maxima
de SS1P de 0,4 mg/kg (observaciones no publicadas, datos no mostrados), pero a los ratones a los que administré
SS1-LR habian recibido dosis de hasta 15 mg/kg CDDx3 sin toxicidad (datos no mostrados).

Aunque la toxicidad inespecifica disminuida de las ITR basadas en LR en ratones es desconcertante, puede que no
sea relevante para las toxicidades principales observadas en ensayos clinicos. La toxicidad inespecifica de ITR en
ratones es el resultado de dafio hepatico (Weldon JE, y col., Blood 2009; 113: 3792-800; Onda M, y col., J Immunol.
2000; 165: 7150-6), que no se observa comunmente en pacientes. Un modelo de animal de toxicidad inespecifica
mas relevante es el sindrome de filtracion capilar inducido por ITR en ratas (Siegall CB, y col., Proc Natl Acad Sci
USA 1994; 91: 9514-8., Siegall CB, y col., Clin Cancer Res 1997; 3: 339-45). El sindrome de filtracion capilar, en el
que se filtra liquido desde los vasos sanguineos al espacio intersticial, es una toxicidad comun observada en
ensayos clinicos de las ITR basadas en PE. Utilizando este modelo, se observd que las ratas tratadas por via
intravenosa con SS1P 2 mg/kg parecian enfermas después de 24 horas; las costaba respirar y acumulaban fluido en
la cavidad toracica (Fig. 7A). El aumento de la dosis de SS1P a 3 mg/kg incrementé el volumen de fluido toracico. En
cambio, las ratas tratadas con D-PBS o SS1-LR/GGS/8M no mostraron sintomas de enfermedad y no retuvieron
fluido. Se administraron dosis de 6 mg/kg y de 12 mg/kg de SS1-LR/GGS/8M sin efecto observable. Cuando los
pulmones de las ratas tratadas con D-PBS, SS1P y SS1-LR/GGS/8M se fijaron y tifieron, las tratadas con D-PBS o
SS1-LR/GGS/8M parecieron normales, mientras que las ratas tratadas con SS1P mostraron sintomas de lesién
grave (Fig. 7B). Aunque la molécula no basada en LR se habia ensayado clinicamente, esta observacion refuerza la
propuesta de que las ITR basadas en LR pueden tener una toxicidad disminuida en pacientes.

Actividad de SS1-LR/GGS/8M in vivo

A continuacion se evalué la eficacia de SS1-LR/GGS/8M in vivo con un modelo de tumor de xenoinjerto de raton
utilizando la linea celular de cancer de pulmoén L55. Se trataron grupos de siete ratones lampifios con tumores que
tenian un promedio de ~100 mm? por via intravenosa los dias 7, 9 y 12 con SS1-LR/GGS/8M a dosis de 0,4 y
2,5 mg/kg. Para comparar, se trataron grupos adicionales por via intravenosa con el mismo régimen con vehiculo
(HSA al 0,2% en D-PBS) o con SS1P 0,4 mg/kg, la dosis maxima tolerada de SS1P con este régimen de
dosificacion. El tamafio del tumor de cada ratén se midié regularmente durante 30 dias después de la implantacion
(Fig. 7C).

Los tumores de los ratones tratados con vehiculo crecieron hasta un tamafo promedio de aproximadamente
500 mm? el dia 16 después de la implantacion. Los ratones tratados con SS1P 0,4 mg/kg mostraron un breve retraso
en el crecimiento tumoral que requirié hasta el dia 23 después de la implantacion para que los tumores alcanzasen
un tamafio de aproximadamente 500 mm3. Se observo casi la misma respuesta en los ratones tratados con SS1-
LR/GGS/8M 0,4 mg/kg, lo que sugeria una igualdad entre SS1P y SS1-LR/GGS/8M en este modelo. Aunque SS1P
no puede administrarse a ratones en este régimen a dosis mayores de 0,4 mg/kg debido a su toxicidad inespecifica,
SS1- LR/GGS/8M puede darse a los ratones a dosis mucho mas altas sin efecto de enfermedad. Se ensay6 una
dosis ~ 6 veces mayor de SS1-LR/GGS/8M (2,5 mg/kg) en este modelo de tumor. Se observé una regresion tumoral
significativa (p < 0,01 utilizando un ensayo de t bilateral, emparejado) en este grupo de ratones, cuyos tumores
alcanzaron un tamafio minimo de ~ 73 mm?3 el dia 9. Este grupo de ratones también experimento inhibicion de
crecimiento tumoral potenciada, alcanzando aproximadamente un tamafio de 500 mm? el dia 30 después de la
implantacion.

Aunque SS1-LR/GGS/8M tuvo actividad equivalente a SS1P en el modelo de tumor de xenoinjerto de ratén con la
linea celular L55, demostré actividad potenciada con respecto a SS1P en células L55 in vitro. Esta discrepancia en
la actividad puede explicarse por una diferencia en la semivida en suero del raton entre las dos moléculas. Trabajos
previos que comparaban la semivida de HA22-LR (~ 51 kDa) con la de HA22 (~ 63 kDa) en ratones (Weldon JE, y
col., Blood 2009; 113: 3792-800) mostraron que HA22-LR tenia una semivida casi 2 veces mas corta que la de HA22
(de 7,8 y 14,6 minutos, respectivamente). Se postulé que esta diferencia se debia a una filtracion renal incrementada
de la molécula mas pequefa, y se esperd encontrar un resultado similar cuando se comparaba SS1-LR/GGS/8M
(~ 50 kDa) con SS1P (~ 63 kDa). Un analisis de muestras de suero extraidas de ratones inyectados con SS1-
LR/GGS/8M mostré una semivida de 13 minutos en comparacion con una semivida de 19 minutos para SS1P (Fig.
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7D). Se llegé a la conclusion de que la diferencia en la semivida entre SS1-LR/GGS/8M y SS1P representa la
discrepancia en la actividad relativa entre las dos moléculas in vitro e in vivo.

Antigenicidad de SS1-LR/GGS/8M

Basandose en estudios previos con la ITR HA22 (Onda M, y col., Proc Natl Acad Sci USA 2011; 108: 5742-7), se
esperaba que las mutaciones en SS1-LR/GGS/8M podrian retirar epitopos de linfocitos B de SS1P. Para evaluar
esta propuesta, se comparo la reactividad de SS1P y de SS1-LRIGGS/8M con suero de cinco pacientes que habian
desarrollado anticuerpos neutralizantes en respuesta al tratamiento con SS1P. El suero de los pacientes se mezcld
inicialmente con SS1P o SS1- LR/GGS/8M. Posteriormente, los anticuerpos especificos de PE38 no unidos en el
suero se detectaron utilizando un ELISA con ICQ (inmunocitoquimica) (Onda M, y col., Proc Natl Acad Sci USA
2011; 108: 5742-7). A partir de estos datos, se determinaron las concentraciones de SS1P y de SS1-LR/GGS/8M en
las que la sefial ELISA se redujo al 50 % (Clso). Como previamente se ha indicado (Onda M, y col., J Immunol 2006;
177: 8822-34), los valores de Clsp se correlacionan con la afinidad de la interaccién entre anticuerpo-antigeno. Los
valores de Clsp de SS1P con respecto a SS1-LR/GGS/8M se representan graficamente como porcentajes en la
Figura 8. Para todos los sueros de los pacientes, las proporciones de los valores de Clsop de SS1P con respecto a
SS1-LR/GGS/8M estaban sustancialmente por debajo del 10 %, lo que indicaba que la fraccion principal de
anticuerpos reactivos a SS1P en los sueros no reaccionaba con SS1-LR/GGS/8M.

Actividad en células de pacientes

Para complementar nuestra evaluacion de SS1-LR/GGS/8M en lineas celulares in vitro e in vivo, ensayamos su
actividad contra células primarias obtenidas del fluido pleural o ascitis de pacientes con mesotelioma y mantenidas
en cultivo durante varios pases. Dado que el fluido extraido de los pacientes contenia una mezcla de células, el
ensayo proporciona una buena evaluacion de la actividad relativa pero es solo una estimacion aproximada de la
citotoxicidad absoluta. Las células de dos pacientes adicionales se trataron con diversas concentraciones de SS1P,
y se evaluo su viabilidad después de cuatro dias utilizando un ensayo con violeta de cristal. Las células de pacientes
con mesotelioma de pase temprano NCI-M-16 y NCI-M-19 mostraron respuestas claras al tratamiento con SS1P
(disminucion > 75 % en la viabilidad al nivel de dosis de 100 ng/ml). Se evalu¢ la actividad de SS1P-LR/GGS/8M en
estas dos poblaciones de células procedentes de dos pacientes adicionales. Los datos se representan en la Figura 9
como valores fraccionarios normalizados entre los tratamientos de control de D-PBS (100 % viables) y 10 ng/ml del
receptor antitransferrina/ITR PE40 HB21 (0 % viables). Todas las poblaciones de células del paciente eran
extremadamente sensibles al tratamiento con SS1P-LR/GGS/8M, lo que demostraba una citotoxicidad
significativamente potenciada sobre SS1P.

SS1P es una inmunotoxina recombinante antimesotelina basada en la exotoxina A de Pseudomonas que esta
actualmente en desarrollo clinico para el tratamiento del mesotelioma, pero con la posibilidad de tratar diversos
tumores solidos que expresan mesotelina. En ensayos clinicos, SS1P ha logrado resultados modestos pero
alentadores. Sin embargo su eficacia, se ha visto limitada a toxicidades limitantes de dosis y por la rapida
generacion de anticuerpos neutralizantes en pacientes. En el presente documento se informa que SS1-LR/GGS/8M,
una variante de SS1P con baja antigenicidad, tiene excelente actividad, y reduce notablemente la toxicidad
inespecifica en roedores.

SS1-LR/GGS/8M es como una variante muy activa, menos toxica y menos antigénica de la ITR SS1P antimesotelina
basada en PE. Nuestra evaluacion inicial de SS1-LR mostré una actividad muy variable, pero generalmente baja en
una seleccion de lineas celulares que expresaban mesotelina in vitro (Tablas 1 y 2). Al explorar las razones de su
baja actividad con respecto a SS1P, se estudio6 la internalizacion y procesamiento de SS1-LR y se descubrié que la
proporcion de SS1-LR escindida por furina era mucho mas baja que la de SS1P en células tratadas con las dos ITR.
Esto sugiere que la disminucién de la escision de furina podria ser limitante de la actividad de SS1-LR, y se
disefiaron y produjeron diversos mutantes para ensayar esta hipétesis. La adicion de un enlazador de Gly-Gly-Ser
corto después del sitio de escisién de furina no potencio la escisién de furina, sino que potencio la actividad de SS1-
LR en lineas celulares. Combinando SS1-LR con el enlazador de GGS y otras ocho mutaciones puntuales que han
demostrado reducir la inmunogenicidad de PE, generamos nuestra molécula final, SS1-LR/GGS/8M. En
comparacion con SS1P, SS1- LR/GGS/8M demostro toxicidad inespecifica muy reducida en un modelo de filtracion
capilar en ratas, una citotoxicidad potenciada contra células de pacientes y una reactividad reducida con anticuerpos
en sueros de pacientes. Experimentos iniciales con SS1-LR demostraron citotoxicidad variable con respecto a SS1P
en lineas celulares. Sin embargo, la tendencia primaria, fue hacia una molécula menos activa. SS1-LR era mas
activa en la linea HAY y menos activa en las otras seis lineas. Esta tendencia es notablemente diferente de la
version anti-CD22 de la molécula LR, HA22-LR, que demostrd una toxicidad similar o potenciada en la mayoria de
las lineas celulares y en las células de los pacientes (Weldon JE, y col., Blood 2009; 113: 3792-800). Esta
discrepancia sugiere que hay una diferencia intrinseca entre la ruta de intoxicacion de PE dirigida a mesotelina en
células epiteliales y de PE dirigida a CD22 en linfocitos B.

En cuanto a la actividad generalmente disminuida de SS1-LR con respecto a SS1P, una posible explicacion de esta
disparidad es una diferencia en la ruta de intoxicacién intracelular. La variante LR de PE38 contiene deleciones
extensas en el dominio Il y Ib de PE y estas deleciones podrian haber afectado negativamente en la capacidad de
transito de PE al citosol. Nuestros experimentos para detectar la PE de longitud completa y procesada en lisados de
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células A431/K5 tratadas con SS1P y SS1-LR mostraron una diferencia drastica en la cantidad de ITR procesada
con furina. Se proceso una gran fraccion de ITR total en células tratadas con SS1P, pero solo una pequefia fraccion
de ITR total se escindid en las células tratadas con SS1-LR. Este resultado sugiere que la escision pobre de furina
puede estar limitando la actividad de SS1-LR, y nos propusimos mejorar esta etapa de la ruta de intoxicaciéon por
PE.

Afadiendo un enlazador flexible al sitio de furina SS1-LR, se produjo una ITR mas activa, pero no se pudo
demostrar una escision de furina potenciada. La adicion de un enlazador de Gly-Gly-Ser corto (SS1-LR/GGS, Fig. 1),
de un enlazador mas largo (SS1-LR/GGSx2, Fig. 1) o de una repeticion del sitio de furina flanqueado por
enlazadores de Gly-Gly-Ser cortos (SS1-LR/2x Furina, Fig. 1) concedié un aumento moderado de la citotoxicidad.
Sin embargo, ninguna de estas moléculas potencié la proporcion de SS1-LR escindida con furina en células
A431/K5 tratadas o aumento la velocidad de escision de furina in vitro (datos no mostrados). Se llego a la conclusion
de que la adicién de un enlazador debe potenciar la citotoxicidad a través de otro mecanismo, quiza relacionado con
el transito intracelular o con una estabilidad de la toxina potenciada, y seguimos explorando estas posibilidades.
Nuestros experimentos también demostraron la necesidad de escisiéon de furina en la citotoxicidad de SS1P. Una
mutacion puntual en SS1-LR/GGS que cambié una arginina esencial para la escision a glicina (SS1-LR/GGS
R279G, Fig. 1) produjo una proteina que no era escindible por furina. Esta ITR mostré una actividad
extremadamente pobre en todas las células, con actividad despreciable a concentraciones de 120 ug/ml en seis de
las siete lineas celulares ensayadas. El mutante no escindible muestra una CE50 por debajo de 1 ug/ml solo en
células A431/K5 (Tabla 2), pero sin embargo su actividad se vio gravemente afectada. Ademas, la expresion
artificialmente alta de mesotelina en esta linea celular puede no ser representativa de las lineas que expresan de
manera natural mesotelina. La necesidad de escisién de furina en la ruta de intoxicacién por PE ha sido cuestionada
recientemente (Morlon-Guyot J, y col., Infect Immun 2009; 77: 3090-9) pero existen muchas pruebas de que la furina
desempefia un papel importante durante la intoxicacion (Ornatowski W, y col.; J Clin Invest 2007; 117: 3489-97;
Shiryaev SA, y col., J Biol Chem 2007; 282: 20847-53; Sarac MS, y col., Infect Immun 2002; 70: 7136-9; Chiron MF,
y col., J Biol Chem 1997; 272: 31707-11; Gu M, y col., Infect Immun 1996; 64: 524-7; Inocencio NM, y col., J Biol
Chem 1994; 269: 31831-5 y Moehring JM, y col., J Biol Chem 1993; 18: 2590-4). En el caso presentado en este
documento, la intoxicacién de PE generalmente falla sin un sitio adecuado para el procesamiento de furina.

Nuestro laboratorio ha producido recientemente una ITR, HA22-LR-8M, que tiene una inmunogenicidad
extremadamente baja debido a la eliminacion de epitopos de linfocitos B (Onda M, y col., Proc Natl Acad Sci USA
2011; 108: 5742-7). HA22-LR-8M contiene las deleciones de la variante LR de PE y otras 8 mutaciones puntuales en
el dominio Ill. Estas mutaciones se colocaron en SS1P, generando SS1-LR/GGS/8M. Dado que la mayor parte de la
respuesta inmunitaria contra las ITR esta dirigida a PE, se espera que SS1-LR/GGS/8M presente una
inmunogenicidad similarmente reducida. Para confirmar que SS1-LR/GGS/8M efectivamente retira los epitopos de
linfocitos B humanos de SS1P, se examind la reactividad de SS1-LR/GGS/8M con sueros de pacientes que
desarrollaron anticuerpos neutralizantes durante el tratamiento con SS1P. En los cinco casos ensayados, SS1-
LR/GGS/8M mostré antigenicidad drasticamente reducida en comparacion con SS1P. Este resultado coincide con
las observaciones de HA22 y HA22-LR/8M (Onda M, y col., Proc Natl Acad Sci USA 2011; 108: 5742-7) e indican
que se han identificado y retirado muchos de los epitopos inmunogénicos en las ITR basadas en PE.

La citotoxicidad de SS1-LR/GGS/8M se evalud en diversas lineas celulares, en un modelo de tumor de ratéon, y en
células primarias de pacientes con mesotelioma. SS1-LR/GGS/8M demostré una excelente citotoxicidad con
respecto a SS1P en las lineas celulares de cancer de pulmén y mesotelioma, pero era poco activa en las lineas de
cancer de ovario. Este resultado es inesperado, dado que las lineas ovaricas eran sensibles a SS1-LR/GGS, e
indica que las ocho mutaciones puntuales en el dominio catalitico de PE pueden interferir con la actividad de SS1-
LR/GGS/8M. En el modelo de tumor de ratén, tumores de xenoinjerto de L55 respondieron de manera similar a SS1-
LR/GGS/8M y SS1P, aunque se podrian administrar dosis mas altas de SS1-LR/GGS/8M para potenciar el efecto
antitumoral. Finalmente, cuando se ensayd contra células neoplasicas primarias de pacientes con mesotelioma,
SS1-LR/GGS/8M mostré citotoxicidad notablemente potenciada sobre SS1P. En general, nuestra evaluacion de
SS1-LR/GGS/8M mostré excelente actividad citotdxica.

Ademas de alta actividad y baja antigenicidad, SS1-LRIGGS/8M mostré una toxicidad inespecifica disminuida con
respecto a SS1P. El modelo de rata para el sindrome de filtracién capilar inducido por ITR demuestra de un modo
eficaz esta diferencia. No hubo diferencias significativas entre las ratas tratadas con PBS y las tratadas con SS1-
LR/GGS/8M, mientras que las ratas tratadas con SS1P desarrollaron acumulacién de fluido debilitante en los
pulmones. El sindrome de filtracion capilar (también denominado sindrome de filtracion vascular) se produce cuando
el fluido se filtra desde los capilares, conduciendo a una caida de la albumina en suero, retencién de fluido, edema y
aumento de peso. Esta toxicidad se ha observado frecuentemente en pacientes tratados con una variedad de
inmunotoxinas, incluyendo las basadas en PE, y presumiblemente se produce a partir de dafo celular endotelial
colateral. La limitaciéon de la toxicidad no dirigida de las ITR puede potenciar posiblemente su eficacia al permitir
administrar dosis mas altas de una manera segura. Este experimento, junto con los otros descritos en el presente
documento, sugieren que SS1-LR/GGS/8M podria ser un excelente candidato para la clinica. La baja antigenicidad,
baja toxicidad inespecifica y alta citotoxicidad de SS1-LR/GGS/8M son muy prometedoras para el futuro desarrollo
de las ITR antimesotelina.
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<120> Inmunotoxina recombinante que se dirige a mesotelina

<130> 77867-803685

<140> US aun no asignado

<141> Aln no asignado

<160> 73

<170> FastSEQ para Windows version 4.0

<210>1
<211>613
<212> PRT

<213> Pseudomonas aeruginosa

<220>

<223> Exotoxina A de Pseudomonas (PE) natural

<400> 1

Ala
Leu
Ala
Leu
Ser

65
Pro

Trp
ITle
Met
Leu
145
Met
Ala
Gly
Leu
Tyr
225

Pro

Ala

Glu
Asp
Ile
Glu

50
Ile

Ser
Lys
Sexr
139
Ala
Gln
Gln
Lys
Ala
210
Arg
Thr

Ala

Glu
Leu
Ala
35

Gly
Thr
Lys
Leu
val
115
Pro
Arg
Pro
Thr
Val
195
Gln
Val

Val

Leu

Ala
Lys
20

Asp
Gly
Ser
Pro
Asn
100
Phe
Tle
Asp
Thr
Gln
180
Leu
Gln
Leu

Ile

Thr
260

Fhe
Asp
Thr
Asn
Asp

Val
g5
Tre

Ile
TYY
Ala
Leu
165
Pro
Cys
Arg
Ala
Ser

245
Ala

Asp
Gly
Asn
Asp
Gly
70

Arg
Leu
His
Thr
Thx
150
Ala
Arg
Leu
Cys
Gly
230
His

His

Leu
Val
Gly
Ala
55

Leu
Tyr
Val
Glu
Ile
135
Phe
Ile
Arg
Leu
Asn
215
Asn

Arg

Gln

Trp
Arg
Gln
40

Leu
Thr
Ser
Pro
Leu
iz0
Glu
Phe
Ser
Glu
Asp
200
Leu
Pro

Leu

Ala

39

Asn
Ser
25

Gly
Lys
Ile
YT
Ile
105
Asn
Met
val
His
Lys
185
Pro
Asp
Ala
His

Cys
265

Glu
190

Ser
Val
Leu
Arg
Thr
30

Gly
Ala
Gly
Aryg
Ala
170
Arg
Leu
Asp
Lys
Phe

250
His

Cys
Arg
l.eu
Ala
Len
75

Arg
His
Gly
Asp
Ala
1585
Gly
Trp
Asp
Thr
His
235

Pro

Leu

Ala
Met.
His
Ile
60

Glu
Gln
Glu
Asn
Glu
140
His
Val
Ser
Gly
Trp
220
Asp

Glu

Pro

Lys
Ser

Tyr
45

Asp
Gly
Ala
Lys
Gln
125
Leu
Glu
Ser
Glu
Val
205
Glu
Leu

Gly

Leu

Ala
Val
30

Ser
Asn
Gly
Arg
Pro
110
Leu
Leu

Ser

Val

Trp
120
Tyr
Gly
Asp
Gly

Glu
270

Cys
15

Asp
Met
Ala
Val
Gly
95

Ser
Ser
Ala
Asn
Val
175
Ala
Asn
Lys
Ile
Ser

255
Thr

Val
Pro
Val
Leu
Glu
80

Ser
Asn
His
Lys
Glu
160
Met
Sexr
Tyr
Ile
Lys
240

Leu

Phe
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15

<210> 2

Thr
Tyr
Trp

305
Ser

Gln
Ser
Ser

385
Leu

Trp
Gly
Ser
Ile
465
Tyr
Ala
Arg
Arg
Pro
545
Ala
Asn

Ala

Arg

<211> 230
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Arg
Pro
2990
Asn
Gly
Leu
Gly
Leu
370
Gly

Gly

Tyx

Ile
450

Trp
Ala
Leu
Thr
Leu
530
Glu
Glu
Val

Jle

Glu
610

His
275
Val
Gln
Gly
Ala
Thr
385
Thr
Asp
Agp
val
val
435
Val
Arg
Gln
Leu
Ser
K15
Ile
Glu
Arg
Gly
Ser

595
Asp

Arg
Gln
Val
Asp
Leu
340
Gly
Cys
Ala
Gly
Glu
420
Fhe
Phe
Gly
Asp
aArg
500
Leu
Gly
G1lu
Thr
Gly
580
Ala

Leu

Gln
Arg
Asp
Leu
325
Thr
Asn
Pro
Leu
Gly
405
Arg
Val
Gly
Phe
Gln
485
val
Thr
His
Gly
Val
565
Asp

Leu

Lys

ES 2641877713

Pro
Leu
Gln
310
Gly
Leu
Asp
val
Leu
390
Asp
Leu
Gly
Gly
Tyr

470
Glu

Tyr
Leu
Pro
Gly
550
Val

Leu

Pro

Arg
Val
295
Val
Gilu
Ala
Glu
Ala
375
Glu
val
Leu
Tyr
Val
455
Ile

Pro

Val

Leu
535
Arg
Ile
Asp

Asp

Gly
280
Ala
Ile
Ala
Ala
Ala
360
Ala
Arg
Ser
Gln
Hisg
440
Arg
Ala
Asp
Pro
Ala
520
Pro
Leu

Pro

Pro

Tyr
600

Trp
Leu
Arg
Ile
Ala
345
Gly
Gly
Asn
Phe
Ala
425
Gly
Ala
Gly
Ala
Arg
505
Pro
Leu
Glu
Ser
Ser

585
Ala

Glu
Tyr
Asn
Arg
330
Glu
Ala
Glu
Tyr
Ser
410
His
Thx
Arg
Asp
Arg
490
Ser
Glu
Arg
Thr
Ala
570

Ser

Ser

Gln
Leu
Ala
315
Glu
Ser
Ala
Cys
Pro
395
Thr
Arg
Phe
Ser
Pro
475
Gly
Ser
Ala
Leu
Ile
555
Ile
Ile

Glan

Leu
Ala
300
Leu
Gln
Glu
Asn
Ala
380
Thr
Arg
Gla
Leu
Gln
460
Ala
Arg
Leu
Ala
Asp
540
Leu
Pro

Pro

Pro

<223> Exotoxina A de Pseudomonas sintética con inmunogenicidad reducida

<220>

<221> VARIANTE
<222> (1)...(230)
<223> Xaa = Gly, Ala o Ser

<400> 2

40

Glu
285
Ala
Ala
Pro
Arg
Ala
365
Gly
Gly
Gly
Leu
Giu
445
Asp
Leu
Ile
Pro
Gly
525
Ala
Gly
Thr
Asp

Gly
605

Gln
Arg
Ser
Glu
Phe
3850
Asp
Pro
Ala
Thr
Glu
430
Ala
Leu
Ala
Arg
Gly
510
Glu
Tle
Trp
Asp
Lys

590
Lys

Cys
Leu
Pro
Gln
335
val
Val
Ala
Glu
Gln
415
Glu
Ala
Asp
Tyr
Asn
495
Phe
Val
Thr
Pro
Pro
575

Glu

Pro

Gly
Ser
Gly
320
Ala
Arg
Val
Asp
Phe
400
Asn

Arg

Gln

Gly
480
Gly
Tyr
Glu
Gly
Leu
560
Arg
Gln

Proc



ES 2641877713

Arg His Arg Gln Pro Arg Gly Trp Glu Gln Leu Pro Thr Gly Ala Glu
1 5 10 15

Phe Leu Gly Asp Gly Gly Xaa Val Ser Phe Ser Thr Arg Gly Thr Gln
20 25 30
Asn Trp Thr Val Glu Arg Leu Leu Gln Ala His Arg Gln Leu Glu Glu
35 40 45
Xaa Gly Tyr Val Phe Val Gly Tyr His Gly Thr Phe Leu Glu Ala Ala
50 55 60
Gln Ser Ile Val Phe Gly Gly Val Arg Ala Arg Ser Gln Asp Leu Asp
65 70 75 80
Ala Ile Trp Xaa Gly Phe Tyr Ile Ala Gly Asp Pro Ala Leu Ala Tyr
85 90 a5
Gly Tyr Ala Gln Asp Gln Glu Pro Asp Ala Xaa Gly Arg Ile Arg Asn
160 105 110
Gly Ala Leu Leu Arg Val Tyr Val Pro Arg Ser Ser Leu Pro Gly Phe
115 120 125
Tyr Xaa Thry Ser Leu Thr Leu Ala Ala Pro Glu Ala ala Gly Glu Val
130 135 1490
Glu Arg Leu Ile Gly His Pro Leu Pro Leu Arg Leu Asp Ala Ile Thr
145 150 155 160
Gly Pro Glu Glu Xaa Gly Gly Arg Leu @¢lu Thr Ile Leu Gly Trp Pro
185 170 175
Leu ARla Glu Arg Thr Val Val Ile Pro Ser Ala Ile Pro Thr Asp Pro
180 185 190
Arg Asn Val Gly Gly Asp Leu Asp Pro Ser Ser Ile Pro Asp Xaa Glu
155 200 205
Xaa Ala Ile Ser Ala Leu Pro Asp Tyr Ala Ser Gln Pro Gly Lys Pro
210 218 220
Pro Arg Glu Asp Leu Lys
225 230
<210> 3
<211> 233
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223>Exotoxina A de Pseudomonas modificada sintética PE-LR/GGS/8M

<400> 3

41



10

15

20

25

Gly
Gly
Leu
Glu
65

Asp
Leu
Ile
Fro
Gly
145
Ala

Gly

<210> 4
<211> 238
<212> PRT

His
Ala
Thr
Glu
50

Ala
Leu
Ala
Arg
Gly
130
Glu

Ile

Trp

Asp

Ser
210
Lys

Arg
Glu
Gln
35

Glu
Ala
Asp
Tyr
Asn
115
FPhe
Val

Thr

Pro

Pro
195
Glu

Pro

<213> Secuencia artificial

<220>

Gln
Phe
20

Agn
Gly
Gln
Ala
Gly
100
Gly
Tyr
Glu

Gly

Leu

180
Arg

Ala

Pro

Pro
Leu
Trp
Gly
Ser

Ile
85

TyY
Ala
Ala
Arg
Pro

165
Ala

Asn
Ala

Arg

ES 2641877713

Arg
Gly
Thr
Tyr

Ile
70

Trp
Ala
Leu
Thr
Leu
150

Glu

Glu

Val
Ile

Glu
230

Gly
Asp
Val
Val
55

Val
Ala
Gln
Leu
Ser
135
Ile

Glu

Arg

Gly

Ser
215
Asp

Trp
Gly
Glu
490

Phe
Phe
Gly
Asp
Arg
120
Leu
Gly

Ser

Thr

Gly
200
Ala

Leu

Glu
Gly
25

Arg
Val
Gly
Phe
Gln
108
Val
Thr
Hig
Gly

Val

185
Asp

Leu

Lys

Gln
10

Ala
Leu
Gly
Gly
Tyyr

g0
Glu

Tyr
Leu
Pro
Gly

17¢
Val

Leu

Pro

Leu
Val
Leu
Tyr
Val
75

Tle
Pro
val
aAla
Leu
155
Arg

Ile

Asp

Asp

<223> Exotoxina A de Pseudomonas modificada sintética PE-LR/FL/8X

<220>

<221> VARIANTE
<222> (12)...(14)
<223> Xaa = Gly o Ser

<220>

<221> VARIANTE
<222> (15)...(19)
<223> Xaa = Gly o Ser, pueden estar presentes o ausentes

<220>

<221> VARIANTE
<222> (20)...(230)
<223> Xaa = Gly, Ala o Ser

<400> 4

42

Gly
Ser
Gln
His
60

Arg
Ala
Asp
Fro
Ala
140
Pro

Leu

Prao

Pro

Tyr
220

Gly
Phe
Ala
45

Gly
Ala
Gly
Ala
Arg
125
Pro
Leu

Glu

Ser

Ser
205
Ala

Ser
Ber
30

His
Thx
Arg
Asgp
Ala
110
Ser
Glu
Arg
Thr

Ala

1280
Ser

Ser

Pro
15

Thr
Arg
Phe
Ser
Pro
95

Gly
Ser
Ala
Leu
Ile

175
Ile

Ile

Gln

Thr
Arg
Gln
Leu
Gln
80

Ala
Arg
Leu
Ala
Asp
160

Leu

Pro

Pro

Pro



10

15

20

Xaa
Ser
Gln
His
65

Arg
Ala
Asp
Pro
Ala
145
Pro
Leu

Pro

Pro

Tyxr

<210>5
<211> 238
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

His
Xaa
Phe
Ala
50

Gly
Ala
Gly
Ala
Arg
130
Pro
Leu
Glu
Ser
Ser

210
Ala

Arg
Xaa
Ser
35

His
Thr
Arg
Asp
Xaa
115
Ser
Glu
Arg
Thr
Ala
195

Ser

Ser

Gln
Pro
20

Thr
Arg
Phe
Ser
Pro
100
Gly
Ser
Ala
Leu
Ile
is0
Ile
Ile

Gln

225

Pro
Thr
Arg
Gln
Leu
Gln
85

Ala
Arg
Len
Ala
Asp
165
Leu
Pro

Pro

Pro

ES 2641877713

Arg
Gly
Gly
Leu
Glu
70

Asp
Leu
Ile
Pro
Gly
150
Ala
Gly
Thr

Asp

Gly

Gly
Ala
Thr
Glu
55

Ala
Leu
Ala
Arg
Gly
135
Glu
Ile
Trp
Asp
Xaa

215
Lys

Trp Glu

Giu Phe
25

Gln Asn

40

Glu Xaa

Ala Gln
Asp Ala

Tyr Gly
105

Asn Gly

120

Phe Tyr

Val Glu

Thr Gly

Pro Leu
185

Pro Arg

200

Glu Xaa

Pro Pro

230

Gln
16
Leu

Trp
Gly
Ser
Ile
29

TyY
Ala
Xaa
Arg
Pro
170
Alas
Asn

Ala

Arg

Leu
Gly
Thr
Tyr

Ile
75
Trp

Ala
Leu
Thr
Leu
155
Glu
Glu
Val

Ile

Glu

<223> Exotoxina A de Pseudomonas modificada sintética PE-LR/FL/8M

<220>

<221> VARIANTE
<222> (12)...(14)
<223> Xaa = Gly o Ser

<220>

<221> VARIANTE
<222> (15)...(19)
<223> Xaa = Gly o Ser, pueden estar presentes o ausentes

<400> 5

43

Xaa
Asp
val
Val
&0

Val
Xaa
Gln
Leu
Ser
140
Ile
Glu
Arg
Gly
Ser

220
Asp

Xaa
Gly
Glu
45

Phe
Phe
Gly
Agp
Arg
125
Leu
Gly
Xaa
Thr
Gly
2905
Ala

Leu

Xaa
Giy
Arg
val
Gly
Phe
Gln
110
val
Thxr
Hig
Gly
val
190
Asp

Leu

Lys

235

Xaa
15

Xaa
Leu
Giy
Gly
Tyxr
95

Glu
Tyr
Leu
Pro
Gly
175
Val

Leu

Pro

Xaa
Val
Leu
TyY
Val
80

Ile
Pro
val
Ala
Leu
160
Arg
Ile

Asp

Asp
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15

Arg
Xaa
Ser

Gln

Pro

Ala
145
Pro

Leu
Pro

Pro

TYY
225

<210>6
<211> 107
<212> PRT

His
Xaa
Phe
Ala
50

Gly
Ala
Gly
Ala
Arg
130
Pro
Leu
Glu
Ser
Ser

210
Ala

Arg
Xaa
Ser
35

His
Thr
Arg
Asp
Ala
115
Ser
Glu
Arg
Thr
Ala
195

Ser

Ser

<213> Secuencia artificial

<220>

Gln
Pro
20

Thr
Arg
Phe
Ser
Pro
100
Gly
Ser
Ala
Leu
Ile
180
Ile

Ile

Gln

Pro
Thr
Arg
Gln
Leu
Gln
g5

Ala
Arg
Ley
Ala
Asp
165
Leu
Pro

Pro

Pro

ES 2641877713

Arg
Gly
Gly
Leu
Glu
70

Asp
Leu
Ile
Pro
Gly
150
Ala
Gly
Thr

Asp

Gly
230

Gly
Ala
Thy
Glu
55

Ala
Leu
Ala
Arg
Gly
135
Glu
Ile
Trp
Asp
Ser

215
Lys

Trp
Glu
Gin
40

Glu
Ala
Asp
Tyr
Asn
120
Phe
Val
Thr
Pro
Pro
200
Glu

Pro

Glu
Phe
25

Asn
Gly
Gln
Ala
Gly
105
Gly
Tyr
Glu
Gly
Leu
185
Arg
Ala

Pro

Gin
10

Leu
Txrp
Gly

Ser

Ile
90

Tyr
Ala
Ala
Arg
Pro
170
Ala
Asn

Ala

Arg

Leu
Gly
Thr
Tyr
Ile
75

Ala
Leu
Thr
Leu
155
Glu
Glu
Val

Ile

Glu
235

Xaa
Asp
Val
Val
60

Val
Ala
Gln
Leu
Ser
140
Ile
Glu
Arg
Gly
Ser

220
Asp

Xaa
Gly
Glu
45

Fhe
Phe
Gly
AsSp
Arg
125
Leu
Gly
Ser
Thr
Gly
208
Ala

Leu

Xaa
Gly
30

Arg
Val
Gly
Phe
Gln
110
Val
Thr
His
Gly
Val
190
Asp

Leu

Lys

Xaa
15

Ala
Leu
Gly
Gly
VT
95

Glu
Tyr
Leu
Pro
Gly
175
val

Leu

Pro

<223> Cadena ligera variable (VL) de SS1 del anticuerpo monoclonal antimesotelina sintético

<400> 6
Mel
Gly
Met
Tyr
Ser
65
Glu
Thr

<210>7

<211> 355
<212> PRT

Asp
Glu
His
Asp
50

Gly

Asp

Fhe

Ile
Lys
Trp
35

Thr
Ser

Asp

Gly

<213> Secuencia artificial

Glu

Val
20
Tvr

Ser
Gly
Ala

Cys
100

Leu
Thr
Gln
Lys
Asn
Thr

85
Gly

Thr
Met
Gln
Leu
Ser
70

Tyr

Thr

Gln
Thr
Lys

Ala
55

Tyr
Tyr

Lys

Ser

Cys
Ser
40

Ser

Ser

Leu

44

Pro
Ser

25
Gly

Leu
Gin

Glu
105

Ala
10

Ala
Thr
val
Thr
Gln

90
Ile

Ile
Ser
Ser
Pro

Ile
75
Trp

Lys

Met
Ser
Pro
Gly
60

Ser

Ser

S5er Ala Ser

Ser
Lys
45

Arg

Ser

Lys

val
30

Arg
Phe
Val

His

15
Ser

Trp
Ser
Glu

Efro
25

Xaa
val
Leu
Tyr
val
80

Tle
Pro
Val
Ala
Leu
160
Arg
Ile

Asp

Asp

Pro
Tyr
Ile
Gly
Ala

80
Leu
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<220>
<223> Cadena pesada variable (VH) de SS1 del anticuerpo monoclonal antimesotelina sintético

<400> 7

Met Gln Val Gln Leu Gln Gin Ser Gly Pro Glu Leu Glu Lys Pro Gly

Ala Ser Val Lys Ile Ser Cys Lys Rla Ser Gly Tyr Ser Phe Thr Gly
20 25 30
Tyr Thr Met Asn Trp Val Lys Gln Ser His Gly Lys Cys Leu Glu Trp
35 40 45
Ile Gly Leu Ile Thr Pro Tyr Asn Gly Ala Ser Ser Tyr Asn Gln Lys
50 55 60
Phe Arg Gly Lys Ala Thr Leu Thr Val Asp Lys Ser Ser Ser Thr Ala
65 70 75 80
Tyr Met Asp Leu Leu Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Phe
85 &0 95
Cys Ala Arg Gly Gly Tyr Asp Gly Arg Gly Phe Asp Tyr Trp Gly Gln
1¢0 105 110
Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser Lys
115 1z¢

<210> 8

<211> 358

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena pesada variable (VH-PE) de SS1-LR/GGS/8M de la inmunotoxina recombinante del anticuerpo
monoclonal antimesotelina sintético

<400> 8

Met Gln Val Gln Leu Gln @ln Ser Gly Pro Glu Leu Glu Lys Pro Gly
1 5 10 15
Ala Ser Val Lys TIle S8er Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Ser Phe Thr Gly
20 25 30
Tyr Thr Met Asn Trp Val Lys Gln Ser His Gly Lys Cys Leu Glu Trp
35 40 45
Ile Gly Leu Ile Thr Pro Tyr Asn Gly Ala Ser Ser Tyr Asn Gln Lys
50 55 60

45



ES 2641877713

Phe Arg Gly Lys Ala Thr Leu Thr Val Asp Lys Ser Ser Ser Thr Ala
65 70 ‘ 75 80
Tyr Met Asp Leu Leu Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Phe
B5 90 95
Cys Ala Arg Gly Gly Tyr Asp Gly Arg Gly Phe Asp Tyr Trp Gly Gln
100 105 110
Gly Thr Thr val Thr Vail Ser Ser Lys Ala Ser Gly Gly Arg His Arg
115 120 125
Gln Pro Arg Gly Trp Glu Gln Leu Gly Gly Ser Pro Thr Gly Ala Glu
130 135 140
Phe Leu Gly Asp Gly Gly Ala Val Ser Phe Ser Thr Arg Gly Thr Gln
145 i50 155 150
2sn Trp Thr Val Glu Arg Leu Leu Gln Ala His Arg Gln Leu Glu Glu
165 170 175
Gly Gly Tyr val Phe val Gly Tyr HEis Gly Thr Phe Leu Glu Ala Ala
180 185 180
Gln Ser Ile val Phe Gly Gly Val Arg Ala Arg Ser Gin Asp Leu Asp
195 200 205
Ala Ile Trp Ala Gly Phe Tyr Ile Ala Gly Asp Pro Ala Leu Ala Tyr
210 215 220
Gly Tyr Ala Gln Asp Gln Glu Pro Asp Ala Ala Gly Arg Ile Arg Asn
225 230 235 240
Gly Aila Leu Leu Arg Val Tyr Val Pro Brg Ser Ser Leu Pro Gly Phe
245 250 255
Tyr Ala Thr Ser Leu Thr Leu Ala Ala Pro Glu Ala Ala Gly Glu val
260 265 270
Glu Arg Leu Ile Gly His Pro Leu Pro Leu Arg Leu Asp Ala Ile Thr
275 280 285
Gly Pro Glu Giu Ser Gly Gly Arg Leu Glu Thr Ile Leu Gly Trp Pro
220 295 300
Leu Ala Glu Arg Thr Val Val Ile Pro Ser Ala Ile Pro Thr Asp Pro
305 31¢ 315 320
Arg Asn Val Gly Gly Asp Leu Asp Pro Ser Ser Ile Pro Asp Ser Glu
325 330 335
Ala Ala Ile S8er Ala Leu Pro Asp Tyr Ala Ser Gln Pro Gly Lys Pro
340 345 350
Pro Arg Glu Asp Leu Lys
355

<210>9

<211> 358

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena pesada variable (VH-PE) de SS1-LR/GGS/8X de la inmunotoxina recombinante del anticuerpo
monoclonal antimesotelina sintético

<400> 9

46



10

Met

Ala

'Tyr

<210> 10
<211> 32

Ile
Fhe

65
Tyr

Gly
Gln
Phe

145
Asn

Gln
Ala
Gly
225
Gly
Tyr
Glu
Gly
Leu
305
Arg
Gln

Pro

4

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

Gln
Ser
Thr
Gly
Axg

Met

Ala
Thr
Pro

130
Leu

Txp
Gly
Ser

Ile
210

Tyr
Ala
Arg
Arg
Pro
290
Ala
Asn

Ala

Arg

Val
Val
Met
35

Leu

Gly

Asp

Arg
Thr
115
Arg
Gly
Thr
TyT

Ile
195

Trp
Ala
Leu
Thr
Leu
275
Glu
Glu
val

Ile

Glu
355

Gln
Lys
29

Asn
Ile
Lys

Leu

Gly
100
Val
Gly
Asp
val
Val
180
Val
Arg
Gln
Len
Ser
260
Ile
Glu
Arg
Gly
Ser

340
Asp

Ieu
Ile
Trp
Thr
Ala

Leu
85

Gly
Thr
TYp
Gly
Glu
165
Phe
FPhe
Gly
Asp
Axqg
245
Leun
Gly
Glu
Thr
Gly
325

Ala

Leu

ES 2641877713

Gln
Ser
Val
Pro
Thr

70
Ser

Tyr
Val
Glu
Gly
150
Arg
Val
Gly
Phe
Gln
230
Val
Thr
Hig
Gly
Val
310
Asp

Leu

Lys

Gln
Cys
Lys
Tyr
55

Leu

Leu

Asp
Ser
Gln
135
Asp
Leu
Gly
Gly
Tyr

215
Glu

Tyr
Leu
Prc
Gly
295
val

Leu

Pro

Ser
Lys
Gln
49

Asn

Thr

Thr

Gly
Ser
120
Leu
val
Leu
Ty
Val
200
Ile
Pro
vVal
Ala
Leu
280
Arg
Ile

Asp

Asp

Gly
Ala
25

Sey
Gly
Val

Ser

Arg
105
Lys
Gly
Ser
Gln
His
185
Arg
Ala
Asp
Pro
Ala
265
Pro
Leu

Pro

Pro

Tyr
345

Pro
10

Ser
His
Ala

Asp

Glu
S0

Gly
Aia
Gly
Phe
Ala
170
Gly
Ala
Gly
Ala
Arg
250
Pro
Leun
Glu
Ser
Ser

330
Ala

Glu
Gly
Gly
Ser
Lys

75
Asp

Phe
Ser
Ser
Ser
185
His
Thr
Arg
Asp
Arg
235
Ser
Glu
Arg
Thr
Ala
315

Ser

Ser

Leu
TYY
Lys
Ser
3y

Ser

Ser

Asp
Gly
Pro
1490
Thr
Arg
Phe
Ser
Pro
220
Gly
Ser
Ala
Leu
Ile
300
Ile
Ile

Gln

Glu
Ser
Cys
45

Tyr

Ser

Ala

TyY
Gly
125
Thr
Arg
Gln
Leu
Gln
205
Ala
Arg
Leu
Ala
Asp
285
Leu
Pro

Pro

Pro

Lys
Phe
30

Leu
Asn

Ser

Val

Trp
1190
Arg
Gly
Gly
Leu
Glu
130
Asp
Leu
Ile
Pro
Gly
270
Ala
Gly
Thr
Asp

Gly
350

Pro
15

Thr
Glu
Gln

Thr

Tyr
95

Gly
His
Ala
Thzr
Glu
175
hla
Leu
Ala
Arg
Gly
255
Glu
I1le
Trp
Asp
Lys

i35
Liys

<223> Cadena ligera variable (V-L) de SS1 del anticuerpo monoclonal antimesotelina sintético

<400> 10

47

Gly
Gly
Trp
Lys
Ala

80
Phe

Gin
Arg
Glu
Gln
160
Glu
Ala
Asp
Tyr
Asn
240
Fhe
Val
Thr
Pro
Pro
320

Glu

Pro



atggacatcyg
accatgacct
ggcaccteoe
cgcttcagtg
gaagatgatg
gggacaaagt

agctcactea
gcagtgceccag
ccaaaagatyg
gecagtgggtc
caacttatta
tggaaataaa

ES 2641877713

gtctccagea
ctcaagtgta
gatttatgac
tggaaactct
ctgogagceag
ataa

atcatgtctg
agttacatge
acatccaaac
tactotctea
tggtccaage

catc¢tecagyg
actggtacca
tagcttetgg
caatcagcag
accctgetcac

ggagaaggtc
gcagaagtca
agtcoecaggt
cgtggaggct
gttcggttge

60

129
180
240
300
324

<210> 11

<211> 1068

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena pesada variable (VH-PE) de SS1-LR de la inmunotoxina recombinante del anticuerpo monoclonal
antimesotelina sintético

<400> 11

15

20

25

atgcaggtac
atatcctgea
agtcatggaa
tacaaccaga
tacatggacc
aggttacgacyg
aaagcttccg
gagttcctgg
gtagagcgee
taccacggca
tctcaagace
tacggttatg
ctgecgegtat
gecgegecgyg
ctggatgceca
ccgetggctg
ggcggegate
gattatgcaa

aactgcagca
aggcatctgg
agtgccttga
agttceagggg
tcctecagtet
ggaggggttt
gaggtcgtca
gegacggtygy
tgctgcaggc
cttttcetgga
tggatgcgat
cgcaggacca
atgtgccgeg
aggcggcyggg
tocaceggeec
aacgtacggt
tggaccecatc
gocaaceggyg

agtctgggect
ttacteatte
gtggattgga
caaggccaca
gacatctgaa
tgactactgg
ccgtcaacca
cgatgtgtec
acatcgtcag
agcagcteag
ttggcegtggt
ggaaccggat
ttcecagectyg
tgaagtggaa
agaggaggag
cgttattecg
ttctattcea
taaaccacct

gagctggaga
actggctaca
cttattacte
ttaactgtag
gactetgeoayg
ggccaaggga
cgeggtiggg
tttagcacce
ctggaagagce
tccategtgt
ttctacattg
gctegegygte
cegggettet
cgtctgattg
ggcggtegte
agcecgegatte
gataaggagc
cgtgaagatc

<210> 12

<211> 1077

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cadena pesada variable (VH-PE) de SS1-LR/GGS/8M de la
monoclonal antimesotelina sintético

<400> 12

48

agcctggegc
ceatgaactyg
cttacaataqg
acaagtcatc
tctatttctyg
ccacggtcac
aacagctgcee
gtggtaceca
gtggctatgt
ttggtggtgt
caggcgatcc
gcattcgtaa
accgcactag
gtcatcctet
tggaaaccat
ctaccgatoc
aggcaatctc
tgaaataa

inmunotoxina recombinante del anticuerpo

ttcagtgaag
ggtgaagcag
tgcttetage
cagcacagcc
tgcaaggggg
cgtctcectea
aaccggtgcc
gaactggacyg
attcgttgge
cocgtgecegt
agegctggea
tggtgcgctg
cctgaccctg
geetetgeoge
tctgggetygg
tegtaacgtt
cgcgecitgecyg

60
120
180
240
300
360
420
4890
5490
600
660
720
780
840
900
960
1020
1068



atgcaggtac
atatcctgcea
agtcatggaa
tacaaccaga
tacatggacc
ggttacgacy
aaagcttceg
actggcgegg
aactggacgg
ttcgtecgget
cgogegegea
gcgcetggect
ggtgccctge
ctgaccctygg
ccgetgegee
ctcggetgge
cgcaacgtceg
gecctgeogy

aactgcagca
aggcatctgg
agtgccttga
agttcagggy
tcectecagtcet
ggaggggttt
gaggtcgteca
agttcctoegg
tggagcggct
accacggcac
gccaggacct
acggctacge
tgcgggtcta
ccgegceagga
tggacgceat
cgctggeccga
gecggegacct
actacgeceag

ES 2641877713

gtctgggeoct
ttactcatte
gtggattgga
caaggccaca
gacatctgaa
tgactactgyg
tecgeccagecg
cgacggogyga
gctccaggceyg
cttcceteogaa
cgacgegate
ccaggaccag
tgtgccgege
ggcggcgggc
caccggccocc
gogeacegty
cgaccegtec
ccagccoggc

gagctggaga
actggctaca
cttattactc
ttaactgtag
gactctgcag
ggccaaggga
cgcggetggyg
gecagtcagct
caccgcecaad
gcggcgcaaa
tgggceggtt
gaacccgacy
tcgagectge
gaggtcgaac
gaggagtcag
gtgattcect
agcatccceyg
aaaccgcogce

agcctggege
ccatgaactyg
cttacaatgyg
acaagtcatc
tctatttctg
ccacggtoac
aacaactggg
tcagcacccyg
tggaggaggy
gcatcgtcett
tctatatege
cagccggecy
cgggcttcta
ggctygatcegg
gegggegect
eggcgatece
acagcgaagc
gogaggacct

ttcagtgaag
ggtgaagcag
tgcttctagce
cagcacagcc
tgcaagggay
cgtctectea
tggaagtccce
¢ggcacgeag
cggetatgty
cggeggggtyg
cggegateeg
tatccgcaac
cgccaccagce
ccatccgetyg
ggagaccatt
caccgacecg
agegatcage
gaagtaa

60
12¢
180
240
300
360
420
480
5490
600
660
720
780
840
900
960
1020
1077

<210> 13

<211> 1068

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena pesada variable (VH-PE) de SS1-LR/8M de la inmunotoxina recombinante del anticuerpo

monoclonal antimesotelina sintético

<400> 13

atgcaggtac aactgecagca gtetgggect gagctggaga agoctggcge ttcagtgaag 60

15

20

25

atatcctgca
agtcatggaa

tacaaccaga
tacatggacc
ggttacgacyg
aaagcttecyg
gagttccteg
gtggagcgge
taccacggca
agccaggacae
tacggectacyg
ctgegggtet
gecgegeegy
¢tggacgecea
ccgetbggeeg
ggeggcegacc
gactacgeca

aggcatctgg
agtgccttga

agttcagggg
tectecagieot

ggaggggrtt
gaggtcgtea
gegacggeyy
tgctecagge
cctbectega
tegacgegat
cecaggacca
atgtgecgeg
aggcyggcgygg
tcacecggecc
agcgcacegt
tcgaccegtc
gccagccegy

ttactcatte
gtggattgga

caaggccaca
gacatctgaa
tgactactgg
tcgocagecyg
cgeagtcagc
gcaccgcocaa
agcggcgcaa
ctgggceggt
ggaacocgac
ctogagoety
cgaggtcgaa
cgaggagtca
ggtgattcec
cagcatcccce
caaaccgecy

<210> 14

<211> 241

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

actggctaca ccatgaactg ggtgaagcag 120
cttattactc cttacaatgg tgcttctage 180

ttaactgtag
gactctgcag
ggccaaggyga
cgeggcetggg
ttcagcacce
ctggaggagq
agcataegtct
ttetatatey
gcagccocggceca
cegggetet
cggctgatcy
ggcgggegcec
tcggegatec
gacagcgaag
cgogaggace

<223> Anticuerpo Fv antimesotelina sintético (SS scFv)

<400> 14

49

acaagtcatc
tetatttetg
ccacggtcac
aacaactgcc
goggcacgea
goggetatgt
teggeggggt
ccaggegatec
gtatccgcaa
aggecaccag
gccatceoget
tggagaccat
ccaccegacee
cagcgatcag
tgaagtaa

cagcacagece
tgcaaggggyg
cgtctectea
cactggcacyg
gaactggacg
gttegtegge
gcgegcgoge
ggegetggee
cggtgceectyg
cctgacectyg
gccgetgege
tetoggetygg
gcegcaacgtce
cgecctgecy

2490
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
$00
260
1020
1068
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Met Gln Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Pro Glu Leu Giu Lys Pro Gly

2la Ser vVal Lys Leu Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Ser Phe Thr Gly
20 25 30
Tyr Thr Met Asn Trp Val Lys Gln Ser His Gly Lys Ser Leu Glu Tip
35 49 45
Iie Gly Leu Ile Thr Pro Tyr Asn Gly Ala Ser Ser Tyr Asn Gln Lys
50 55 60
Phe Arg Gly Lys Ala Thr Leu Thr Val Asp Lys Ser Ser Ser Thr Ala
65 70 75 80
Tyr Met Asp Leu Leu Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Phe
85 20 95
Cys Rla Arg Gly Gly Tyr Asp Gly Arg Gly Phe Asp Tyr Trp Gly Gln
100 105 110
Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser Gly Val Gly Gly Ser Gly Gly Gly
115 120 125
Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Asp Ile Glu Leu Thr Gln Ser Pro Ala
130 135 140
Ile Met Ser Ala Ser Pro Gly Glu Lys Val Thr Met Thr Cys Ser Ala
145 1590 155 160
Ser Ser Ser Val Ser Tyr Met His Trp Tyr Gln Gln Lys Ser Gly Thr
185 i7¢ 175
Ser Pro Lys Arg Trp Ile Tyr Asp Thr Ser Lys Leu Ala Ser Gly Vval
180 185 19¢
Pro Gly Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Asn Ser Tyr Ser Leu Thr
195 200 205
Ile Ser Ser Val Glu Ala Glu Asp Asp Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln
210 215 220
Trp Ser Gly Tyr Pro Leu Thr Phe Gly Ala Gly Thr Lys Leu Glu Ile
225 230 235 2490
Lys

<210> 15

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>Restos C terminales sintéticos de PE natural

<400> 15

Arg Glu Asp Leu Lys
1 5

<210> 16

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sefal de retencién candnica, sintética del reticulo endoplasmatico

<400> 16

Lys Asp Glu Leu
1

<210> 17
<211> 11
<212> PRT

50
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sitio de escision de furina (FCS) sintético

<400> 17

Arg His Arg Gln Pro Arg Gly Trp Glu Gln Leu
1 5 10

<210> 18

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Enlazador flexible (FL) sintético

<400> 18

Gly Gly Ser Gly Gly Ser
1 5

<210> 19

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Enlazador peptidico corto sintético

<400> 19

Ala Ser Gly Gly
1

<210> 20

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Enlazador peptidico corto sintético y sitio de escision de furina para SS1-LR

<400> 20

Ala Ser Gly Gly Arg His Arg Gln Pro Arg Gly Trp Glu Gln Leu

1 5 10

<210> 21

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Enlazador peptidico corto sintético y sitio de escision de furina para SS1-LR/GGS

<400> 21

51
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Ala Ser Gly Gly Arg His Arg Gln Pro Arg Gly Trp Glu Gln Leu Gly
1 5 10 15
Gly Ser

<210> 22

<211> 26

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Enlazador peptidico corto sintético y sitio de escision de furina para SS1-LR/GGSx2

<400> 22

Ala Ser Gly Gly Ser Gly Gly Gly Arg His Arg Gln Pro Arg Gly Trp

1 5 10 15
Glu Gln Leu Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser
20 25
<210> 23
<211> 32
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Enlazador peptidico corto sintético y sitio de escision de furina para SS1-LR/2xFurina

<400> 23

Ala Ser Gly Gly Arg His Arg Gln Pro Arg Gly Trp Glu Gln Leu Gly

1 5 1G 15
Gly Ser Arg His Arg Gln Pro Arg Gly Trp Glu Gln Leu Gly Gly Ser
20 25 30
<210> 24
<211> 18
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Enlazador peptidico corto sintético y sitio de escision de furina para SS1-LR/GGS R279G

<400> 24
Ala Ser Gly Gly Arg His Arg GIn Pro Gly Gly Trp Glu Gln Leu Gly

1 5 10 15
Gly Ser

<210> 25

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido enlazador scFv sintético

<400> 25

52
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Gly val Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly

1

<210> 26

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sefal de retencién del reticulo endoplasmatico de extremo carboxilo sintético

<400> 26

<210> 27

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2641877713

5

Arg Glu Asp Leu

1

<223> Restos terminales mutados sintéticos de PE

<400> 27

<210> 28

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Arg Glu Glu Leu

1

<223> Restos terminales mutados sintéticos de PE

<400> 28

<210> 29

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sitio de escision de furina sustituido sintético

<400> 29

Arg His Arg Ser Lys Arg Gly Trp Glu Gln Leu

<210> 30

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

1

Arg Asp Glu Leu

1

5

53

1¢
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<220>

<223> Sitio de escision de furina minimo sintético

<400> 30

<210> 31

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sitio de escision de furina minimo sintético

<400> 31

<210> 32

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sitio de escision de furina minimo sintético

<400> 32

<210> 33

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2641877713

<223> Sitio de escision de furina sintético

<400> 33

<210> 34

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Ser Arg Val Ala Arg Ser

1

<223> Sitio de escision de furina sintético

<400> 34

<210> 35

Thr Ser Ser Arg Lys Arg Arg Phe Trp

1

Arg Lys Lys Arg

1

Arg Arg Arg Arg

1

Arg Lys Ala Arg

1

54

5

5
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<211>9
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sitio de escision de furina sintético

<400> 35

Ala S8er Arg Arg Lys Ala Arg Ser Trp

1 5

<210> 36

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sitio de escision de furina sintético

<400> 36

Arg Arg Val Lys Lys Arg Phe Trp
i 5

<210> 37

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sitio de escision de furina sintético

<400> 37

Arg Asn Val Val Arg Arg Rsp Trp
1 5

<210> 38

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sitio de escision de furina sintético

<400> 38

Thr Arg Ala Val Axg Arg Arg Ser Trp

<210> 39

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sitio de escision de furina sintético

<400> 39
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<210> 40

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sitio de escision de furina sintético

<400> 40

Arg His Arg Gln Pro Arg Gly Trp

1

<210> 41

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sitio de escision de furina sintético

<400> 41

Arg His Arg Gln Pro Arg Gly Trp Glu

1

<210> 42

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sitio de escision de furina sintético

<400> 42

Hig Arg Gln Pro Arg Gly Trp Glu Gln

1

<210> 43

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sitio de escision de furina sintético
<400> 43

Arg Gln Pro Arg Gly Trp Glu

1

<210> 44

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sitio de escision de furina sintético

Arg Gln Pro Arg

1

5

5

56

5

5
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<400> 44

Arg Ser Lys Arg
1

<210> 45

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sitio de escision de furina sintético

<400> 45

Arg His Arxrg Ser Lys Arg Gly Trp
1 5

<210> 46

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sitio de escision de furina sintético

<400> 46

His Arg Ser Lys Arg Gly Trp Glu
1 5

<210> 47

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sitio de escision de furina sintético

<400> 47

Arg Ser Lys Arg Gly Trp Glu Gin Leu
i 5

<210> 48

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sitio de escision de furina sintético

<400> 48

His Arg Ser Lys Arg Gly Trp Glu Gln Leu
1 5 10

<210> 49

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
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<220>

ES 2641877713

<223> Sitio de escision de furina sintético

<400> 49

<210> 50

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Arg His Arg Ser Lys Arg

1

<223> Enlazador peptidico scFv sintético

<400> 50

<210> 51

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cadena pesada variable de CDR1 del anticuerpo monoclonal antimesotelina sintético

<400> 51

<210> 52

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cadena pesada variable de CDR2 del anticuerpo monoclonal antimesotelina sintético

<400> 52

Leu Ile Thr Pro Tyr Bsn Gly Ala Ser Ser Tyr Asn Gln Lys Phe Arg

1
Gly

<210> 53

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cadena pesada variable de CDR3 del anticuerpo monoclonal antimesotelina sintético

<400> 53

Gly Gly Tyr Asp Gly Arg Gly Phe Asp Tyr

1

5

Gly Tyr Thr Met Asn

1

Gly Gly Gly Ser

1

=

58

5

10

5

i0
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<210> 54

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena ligera variable de CDR1 del anticuerpo monoclonal antimesotelina sintético

<400> 54

Ser Ala Ser Ser Ser Val Ser Tyr Met His
1 5 10

<210> 55

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena ligera variable de CDR2 del anticuerpo monoclonal antimesotelina sintético

<400> 55

Asp Thr Ser Lys Leu Ala Ser
1 5

<210> 56

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena ligera variable de CDR3 del anticuerpo monoclonal antimesotelina sintético

<400> 56

Gln Gln Trp Ser Gly Tyr Pro Leu Thr
1 5

<210> 57

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena ligera variable de CDR3 del anticuerpo monoclonal antimesotelina sintético

<400> 57

Gin GIn Trp Ser Lys His Pro Leu Thr
1 2]

<210> 58

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena ligera variable de CDR3 del anticuerpo monoclonal antimesotelina sintético

<400> 58
59
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Gln Gln Trp Ser Gly His Pro Leu Thr
1 5

<210> 59

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena ligera variable de CDR3 del anticuerpo monoclonal antimesotelina sintético

<400> 59

Gln Gln Trp Ser Ala His Pro Leu Thr
1 5

<210> 60

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cadena ligera variable de CDR3 del anticuerpo monoclonal antimesotelina sintético

<400> 60

Gln Gln Trp Ser Gln Ile Pro Leu Thr
1 5

<210> 61

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena ligera variable de CDR3 del anticuerpo monoclonal antimesotelina sintético

<400> 61

Gin Gin Trp Gly Phe Asn Pro Leu Thr
1 5

<210> 62

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena ligera variable de CDR3 del anticuerpo monoclonal antimesotelina sintético

<400> 62

Gln Gln Trp Gly Thr Asn Pro Leu Thr
1 5

<210> 63

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Cadena ligera variable de CDR3 del anticuerpo monoclonal antimesotelina sintético

<400> 63

Gln Gln Trp Gly Ser His Pro Leu Thr
1 5

<210> 64

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena ligera variable de CDR3 del anticuerpo monoclonal antimesotelina sintético

<400> 64

Gln Glnn Trp Gly Asp Phe Pro Leu Thr
1 5

<210> 65

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena ligera variable de CDR3 del anticuerpo monoclonal antimesotelina sintético

<400> 65

Gln Gin Trp Gly Asp His Pro Leu Thr
1 5

<210> 66

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena ligera variable de CDR3 del anticuerpo monoclonal antimesotelina sintético

<400> 66

Gln Gln Trp Ser Ala His Pro Leu Thr
1 5

<210> 67

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena ligera variable de CDR3 del anticuerpo monoclonal antimesotelina sintético

<400> 67

Gln Gln Trp Ser Gly Tyr Pro Thr Thr
1 5
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<210> 68

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2641877713

<223> Enlazador sintético que une al extremo carboxilo del anticuerpo con el extremo N del sitio de escision de

furina

<400> 68

Ala Ser Gly Gly Ser Gly Gly Gly

<210> 69

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Enlazador flexible sintético

<400> 69

<210>70

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Enlazador flexible sintético

<400> 70

<210> 71

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Enlazador flexible (FL) sintético

<400> 71

<210>72

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Enlazador flexible (FL) sintético

<400> 72

5

Gly Gly Gly Ser Gly
1 5

Gly Gly Gly Gly Ser Gly
1 5

Gly Ser Gly Gly
1
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Gly Gly Ser Gly Gly
1 5

<210>73

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Enlazador flexible (FL) sintético

<400> 73

Gly Gly Ser Gly
1

<210> 74

<211> 355

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena pesada variable (VH-PE) de SS1-LR de la inmunotoxina recombinante del anticuerpo monoclonal
antimesotelina sintético

<400> 74

63



Met
Ala
Tyr
Ile

Phe
65

Tyr

Cys

Gly
Gln
Asp
145
Val
val
Val
Arg
Gln
225
Leu
Ser
Ile
Glu
Arg
305
Gly

Ser

Asp

Gln
Ser
Thr
Gly
50

Arg

Met

Ala

Thr
Pro
130
Gly
Glu
FPhe
Fhe
Gly
210
Asp
Arg
Len
Gly
Giu
290
Thr
Gly
Ala

Leu

val
val
Met
35

Leu
Gly
Asp

Arg

Thr
115
Arg
Gly
Arg
Val
Gly
195
Phe
Gln
Val
Thr
His
275
Gly
Val
Asp

Leu

Lys
355

Gln
Lys
20

Asn
Ile
Lys

Leu

Gly
100

val
Gly
Asp
Leu
Gly
i80
Gly
Tyxr
Glu
Tyr
Leu
260
Pro
Gly
val

Leu

Pro
340

Leu
Iie
Trp
Thr
Ala
Leu

85
Gly

Thr
Trp
Val

Leu
165

Tyr
val
Ile
Pro
Val
245
Ala
Leu
Arg
Tle
Asp

325
Asp

ES 2641877713

Gln
Ser
Val
Pro
Thr

70
Ser

Tyxr

val
Glu
Ser
150
Gln
His
Arg
Ala
Asp
230
Prc
Ala
Pro
Leu
Pro

310
Pro

Tyr

Gln
Cys
Lys
Tyr
55

Leu

Leu

Asp

Ser
Gln
135
Phe
Ala
Gly
Ala
Gly
215
Ala
Axrg
Pro
Leu
Glu
295
Ser

Ser

Ala

Ser
Lys
Gln
40

Asn
Thr
Thr

Gly

Ser
120
Leu
Ser
His
Thr
Arg
200
Asp
Arg
Ser
Glu
Arg
280
Thr
Ala

Ser

Ser

64

Gly
Ala
25

Ser
Gly
Val

Ser

Arg
105

Lys
Pro
Thr
Arg
Phe
185
Ser
Pro
Gly
Ser
Ala
265
Leu
Ile
Ile

Ile

Gln
345

Pro
1G

Ser
His
Ala
Asp
Glu

80
Gly
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REIVINDICACIONES

1. Una molécula quimérica dirigida a mesotelina, que comprende un polipéptido de fusién que tiene la formula M-L1-
FCS-FL-dominio Il funcional de la exotoxina de Pseudomonas (PE) caracterizada porque el enlazador flexible (FL)
consiste en de 3 a 8 restos de aminoacidos continuos seleccionados independientemente entre glicina y serina, en la
que

(@) M es un anticuerpo que se une especificamente a mesotelina, o un fragmento del mismo que se une
especificamente a mesoteling;

(b) L1 consiste en de 1 a 10 restos de aminoacidos continuos;

(c) FCS es un sitio de escision de furina que consiste en restos de aminoacidos continuos capaces de escindirse
por furina;

(d) el dominio Il funcional de la PE consiste en restos de aminoacidos continuos idénticos en secuencia a SEQ
ID NO: 1 desde la posiciéon 395 a la 613, que opcionalmente comprende

(i) una sustitucion de uno o mas restos correspondientes a 609-613 de SEQ ID NO: 1,

(i) una sustitucion de glicina, alanina, valina, leucina o isoleucina por arginina en una posicion
correspondiente a la posicion 490 de SEQ ID NO: 1,

(iii) una sustitucion, independientemente, de alanina, glicina, serina o glutamina en el lugar de uno o mas
restos correspondientes a los restos D403, R412, R427, E431, R458, D461, R505, E522, R538, R551, R576
y L597 de SEQ ID NO: 1

(iv) una sustitucion, independientemente, de alanina, glicina o serina en el lugar de uno o mas restos
correspondientes a los restos D406, R432, R467, R490, R513, E548, K590 y Q592 de SEQ ID NO: 1, o

(v) una combinacion de cualquiera de (i)-(iv).

2. Una molécula quimérica dirigida a mesotelina, que comprende un polipéptido de fusién que tiene la férmula M-L1-
FCS-FL-dominio Il funcional de la exotoxina de Pseudomonas (PE) caracterizada porque el enlazador flexible (FL)
consiste en de 3 a 8 restos de aminoacidos continuos seleccionados independientemente entre glicina y serina, en la
que

(@) M es un anticuerpo que se une especificamente a mesotelina, o un fragmento del mismo que se une
especificamente a mesotelina;

(b) L1 consiste en de 1 a 10 restos de aminoacidos continuos;

(c) FCS es un sitio de escision de furina que consiste en restos de aminoacidos continuos capaces de escindirse
por furina;

(d) el dominio Il funcional de la PE consiste en restos de aminoacidos continuos idénticos en secuencia a SEQ
ID NO: 1 desde la posiciéon 395 a la 613, que opcionalmente comprende

(i) una sustitucion de uno o mas restos correspondientes a 609-613 de SEQ ID NO: 1,

(i) una sustitucion de glicina, alanina, valina, leucina o isoleucina por arginina en una posicion
correspondiente a la posicion 490 de SEQ ID NO: 1,

(iii) una sustitucion, independientemente, de alanina, glicina, serina o glutamina en el lugar de uno o mas
restos correspondientes a los restos D403, R412, R427, E431, R458, D461, R505, E522, R538, R551, R576
y L597 de SEQ ID NO: 1

(iv) una sustitucion, independientemente, de alanina, glicina, serina o glutamina en el lugar de restos
correspondientes a los restos D406, R432, R467, R490, R513, E548, K590 y Q592 de SEQ ID NO: 1, o

(v) una combinacion de cualquiera de (i)-(iv).

3. La molécula de la reivindicacion 1 o reivindicaciéon 2, en la que el anticuerpo o fragmento de anticuerpo es un
minicuerpo, un diacuerpo, un triacuerpo, un fragmento Fab’, un fragmento F(ab)’,, una proteina Fv monocatenaria
("scFv") o un fragmento de proteina Fv estabilizada con disulfuro ("dsFv").

4. La molécula de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en la que el fragmento de anticuerpo comprende regiones
variables de cadenas ligera y pesada de inmunoglobulinas estabilizadas con disulfuro, fusionadas al resto de la
molécula a través de un enlace de la cadena pesada con L1.

5. La molécula de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en la que el anticuerpo o fragmento de anticuerpo
comprende:

(a) una cadena Vy que comprende una secuencia de aminoacidos de CDR1 de GYTMN (SEQ ID NO: 51), una
secuencia de aminoacidos de CDR2 de LITPYNGASSYNQKFRG (SEQ ID NO: 52) y una secuencia de
aminoacidos de CDR3 de GGYDGRGFDY (SEQ ID NO: 53) y

(b) una cadena V|, que comprende una secuencia de aminoacidos de CDR1 de SASSSVSYMH (SEQ ID NO: 54),
una secuencia de aminoacidos de CDR2 de DTSKLAS (SEQ ID NO: 55) y una secuencia de aminoacidos de
CDRS seleccionada del grupo que consiste en QQWSGYPLT (SEQ ID NO: 56), QQWSKHPLT (SEQ ID NO: 57),
QQWSGHPLT (SEQ ID NO: 58), QQWSAHPLT (SEQ ID NO: 59), QQWSQIPLT (SEQ ID NO: 60),
QQWGFNPLT (SEQ ID NO: 61), QQWGTNPLT (SEQ ID NO: 62), QQWGSHPLT (SEQ ID NO: 63),
QQWGDFPLT (SEQ ID NO: 64), QQWGDHPLT (SEQ ID NO: 65), QQWSAHPLT (SEQ ID NO: 66) y
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QQWSGYPTT (SEQ ID NO: 67).

6. La molécula de la reivindicacién 5, en la que la secuencia de aminoacidos de CDR3 de V. es QQWSKHPLT (SEQ
ID NO: 57).

7. La molécula de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en la que L1 tiene una longitud de 3 a 5 aminoacidos.
8. La molécula de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en la que L1 es ASGG (SEQ ID NO: 19).

9. La molécula de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en la que el dominio Ill de PE tiene una sustituciéon
de alanina, glicina o serina de al menos un resto de aminoacido correspondiente a un resto de aminoacido de SEQ
ID NO: 1 seleccionado del grupo que consiste en D403, R412, R427, E431, R458, D461, R505, E522, R538, R551,
R576 y L597.

10. La molécula de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en la que el dominio Ill de PE tiene una sustitucion
de alanina, glicina o serina de al menos un resto de aminoacido correspondiente a un resto de aminoacido de SEQ
ID NO: 1 seleccionado del grupo que consiste en D406, R432, R467, R490, R513, E548, K590 y Q592.

11. La molécula de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en la que el FL es GGS, (GGS); (SEQ ID NO: 18),
GSGG (SEQ ID NO: 71), GGSGG (SEQ ID NO: 72), GGSG (SEQ ID NO: 73), GSG o GGG.

12. La molécula de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en la que el FL es GGS.

13. La molécula de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en la que la secuencia de escision de furina es
RHRQPRGWEQL (SEQ ID NO: 17).

14. La molécula de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, en la que el dominio Ill funcional de PE es el
dominio Il funcional de PE de LR que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 4 desde la posicion 20 a la
237, o de SEQ ID NO: 5 desde la posicion 20 a la 237.

15. La molécula de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, en la que el anticuerpo comprende una cadena
ligera variable SS1 de SEQ ID NO: 6 y una cadena pesada variable SS1 de secuencia de SEQ ID NO: 7.
estabilizadas por disulfuro.

16. La molécula de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, en la que la molécula comprende la cadena ligera
variable SS1 de SEQ ID NO: 6 y el polipéptido de fusién de cadena pesada variable SS1-PE de SEQ ID NO: 8 en la
que las cadenas ligera y pesada variables forman un anticuerpo estabilizado por disulfuro.

17. La molécula de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16, en la que el FCS es idéntico en secuencia a SEQ
ID NO: 1 desde la posicion 274 a la 284 o es la secuencia de aminoacidos RHRSKRGWEQL (SEQ ID NO: 29).

18. Una composicion farmacéutica que comprende la molécula de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 17 y un
excipiente farmacéuticamente aceptable.

19. Un acido nucleico que codifica la molécula de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 17.
20. Un vector que comprende el acido nucleico de la reivindicacion 19.
21. Una célula hospedadora que comprende el acido nucleico de la reivindicacion 19.

22. La molécula quimérica de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 17, para su uso en el tratamiento de un
cancer que sobreexpresa mesotelina en un sujeto que lo necesite, preferentemente en el que el cancer es un
adenocarcinoma de pulmdn, un carcinoma de ovario, un mesotelioma y/o un carcinoma epidermoide.

23. Un polipéptido de fusion que tiene la formula FCS-FL-dominio Il funcional de PE caracterizado porque el
enlazador flexible (FL) consiste en de 3 a 8 restos de aminoacidos contiguos seleccionados independientemente
entre glicina y serina, en el que:

(a) FCS consiste en restos de aminoacidos continuos idénticos en secuencia a SEQ ID NO: 1 desde la posicion
274 ala 284 o en la secuencia de aminoacidos RHRSKRGWEQL (SEQ ID NO: 29);

(b) el dominio Ill funcional de la exotoxina de Pseudomonas (PE) consiste en los restos de aminoacidos
continuos idénticos en secuencia a SEQ ID NO: 1 desde la posiciéon 395 a la 613, comprendiendo opcionalmente

(i) una sustitucion de uno o mas restos correspondientes a 609-613 de SEQ ID NO: 1,

(i) una sustitucion de glicina, alanina, valina, leucina o isoleucina por arginina en una posicion
correspondiente a la posicion 490 de SEQ ID NO: 1,

(iii) una sustitucion, independientemente, de alanina, glicina, serina o glutamina en el lugar de uno o mas
restos correspondientes a los restos D403, R412, R427, E431, R458, D461, R505, E522, R538, R551, R576
y L597 de SEQ ID NO: 1

(iv) una sustitucion, independientemente, de alanina, glicina o serina en el lugar de uno o mas restos
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correspondientes a los restos D406, R432, R467, R490, R513, E548, K590 y Q592 de SEQ ID NO: 1, o
(v) una combinacion de cualquiera de (i)-(iv).

24. Un polipéptido de fusién que tiene la formula FCS-FL-dominio Il funcional de PE caracterizado porque el
enlazador flexible (FL) consiste en de 3 a 8 restos de aminoacidos continuos seleccionados independientemente
entre glicina y serina, en el que:

(a) FCS consiste en restos de aminoacidos continuos idénticos en secuencia a SEQ ID NO: 1 desde la posicion
274 ala 284 o en la secuencia de aminoacidos RHRSKRGWEQL (SEQ ID NO: 29);

(b) el dominio Il funcional de la exotoxina de Pseudomonas (PE) consiste en restos de aminoacidos continuos
idénticos en secuencia a SEQ ID NO: 1 desde la posicion 395 a la 613, comprendiendo opcionalmente

(i) una sustitucion de uno o mas restos correspondientes a 609-613 de SEQ ID NO: 1,

(i) una sustitucion de glicina, alanina, valina, leucina o isoleucina por arginina en una posicion
correspondiente a la posicion 490 de SEQ ID NO: 1,

(iii) una sustitucion, independientemente, de alanina, glicina, serina o glutamina en el lugar de uno o mas
restos correspondientes a los restos D403, R412, R427, E431, R458, D461, R505, E522, R538, R551, R576
y L597 de SEQ ID NO: 1

(iv) una sustitucion, independientemente, de alanina, glicina, serina o glutamina en el lugar de restos
correspondientes a los restos D406, R432, R467, R490, R513, E548, K590 y Q592 de SEQ ID NO: 1, o

(v) una combinacion de cualquiera de (i)-(iv).

25. Un acido nucleico que codifica el polipéptido de la reivindicacion 23 o 24.
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Figura 1

Sitio de escision de furina
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Figura 2
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Figura 2 (continuacién)
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Figura 2 (continuacion)
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Figura 2 (continuacion)
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Figura 3

«3¢« Vehiculo «{+§* SS1-LR 6,0 mg/kg
«£3 SS1P 0,3 mg/kg «f# $S1-LR 15 mg/kg
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Figura 4
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Figura 5
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Figura 6
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Figura7
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Figura 9
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