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DESCRIPCION
Supresiones en el dominio Il de la exotoxina A de Pseudomonas que reducen la toxicidad no especifica
Antecedentes de la invencion

En los ultimos afios se han desarrollado inmunoconjugados como un enfoque terapéutico alternativo para tratar las
neoplasias malignas. Los inmunoconjugados se componian originalmente de un anticuerpo quimicamente conjugado a
una planta o una toxina bacteriana, una forma que se conoce como inmunotoxina. El anticuerpo se une al antigeno
expresado en la célula objetivo y la toxina se internaliza causando la muerte celular deteniendo la sintesis proteica e
induciendo la apoptosis (Brinkmann, U., Mol. Med. Today, 2: 439-446 (1996)). Mas recientemente, se han fusionado los
genes que codifican el anticuerpo y la toxina y la inmunotoxina se expresa como una proteina de fusion.

Se han adaptado una variedad de toxinas vegetales, fungicas y bacterianas para su uso con inmunotoxinas, incluyendo
ricina, toxina diftérica y exotoxina A de Pseudomonas (PE) (Pastan, I. et al., Nat Rev Cancer, 6: 559 565 (2006), Pastan,
I. et al.,, Annu Rev Med, 58: 221-237 (2007)). Las inmunotoxinas basadas en PE estan actualmente en ensayos clinicos
para el tratamiento de linfomas y leucemias que expresan CD22, asi como tumores sdlidos que expresan mesotelina
(Kreitman, R., et al., J Clin Oncol, 23: 6719-6729 (2005), Hassan, R., Clin Cancer Res, 13: 5144-5149 (2007)).
Tipicamente, se ha truncado o mutado la PE para reducir su toxicidad no especifica, mientras que conserva su toxicidad
para las células a las que esta dirigida por la porcién de direccionamiento de la inmunotoxina. A lo largo de los afios, se
han desarrollado numerosas formas mutadas y truncadas de PE. La que se utiliza en la mayoria de los ensayos clinicos
hasta la fecha es una forma truncada de 38 kD denominada "PE38".

A pesar de estas décadas de esfuerzos, las inmunotoxinas actuales basadas en PE aun no son totalmente
satisfactorias. Aunque las inmunotoxinas PE38 que han alcanzado los ensayos clinicos son comparativamente bien
toleradas a dosis bajas, las toxicidades limitantes de la dosis han restringido su efecto terapéutico. En un ensayo clinico
de fase | de una inmunotoxina basada en PE conocida como LMB-2, las toxicidades limitantes de la dosis por encima de
40 pg/kg administradas cada dos dias (QOD) X 3 consistian en elevacion de transaminasas, diarrea, cardiomiopatia y
una reaccion alérgica (Kreitman, RJ et al., J Clin Oncol, 18: 1622-1636 (2000)). En un ensayo clinico de fase | de una
inmunotoxina antimesotelina, denominada SS1P, se encontré que los eventos adversos de pleuritis, urticaria y sindrome
de fuga vascular eran limitantes de la dosis (Hassan, R. et al., Clin Cancer Res., 13: 5144-5149 (2007)). En un ensayo
de fase | de una tercera inmunotoxina basada en PE, BL22, las toxicidades limitantes de la dosis incluyeron varios
casos de sindrome urémico hemolitico y un sindrome de liberaciéon de citoquinas con sindrome de fuga vascular
sistémica (Kreitman, RJ et al., J Clin Oncol, 23: 6719-6729 (2005)).

Ademas, las inmunotoxinas basadas en PE actualmente en ensayos clinicos son altamente inmunogénicas. Esto ha
demostrado no ser un problema en el tratamiento de las neoplasias malignas hematolégicas, en las que la capacidad
del sistema inmune para montar una respuesta se ve a menudo comprometida. Las inmunotoxinas se pueden
administrar tipicamente varias veces a pacientes con neoplasias malignas hematoldgicas. Sin embargo, los pacientes
con tumores solidos usualmente desarrollan anticuerpos neutralizantes frente a inmunotoxinas basadas en PE pocas
semanas después de la primera administracién. Dado que muchos protocolos requieren un periodo de tres semanas
entre la administracién de inmunotoxinas, el desarrollo de los anticuerpos durante este periodo efectivamente significa
que, para los tumores sdlidos, usualmente sélo se puede hacer una administraciéon de una inmunotoxina basada en PE
antes de que los anticuerpos del paciente la hagan ineficaz. Incluso una administracién Unica de una inmunotoxina
basada en PE puede ser muy util para reducir la carga tumoral del paciente, eliminar las metastasis mas pequefas y
aliviar los sintomas, pero la capacidad para administrar multiples dosis seria claramente (Util.

Se ha desarrollado un numero limitado de enfoques para tratar estos problemas. Se reporté un enfoque para reducir la
toxicidad no especifica, reduciendo el punto isoeléctrico de las regiones marco de Fv usadas como la fraccion de
direccionamiento de inmunotoxinas, en la solicitud PCT en copropiedad No. PCT/US01/43602, publicada como
publicacion internacional No. WO 02/40545. Un enfoque para reducir la inmunogenicidad se divulga en la solicitud de
patente PCT/US06/028986 en copropiedad, publicada como WO 2007/016150, que informa el mapeo de los diversos
epitopos de PE y mutaciones de residuos de aminoacidos individuales que podrian combinarse para reducir la
inmunogenicidad total de la molécula de PE resultante en comparacion con la de PE38. El documento WO 2008/052322
divulga una forma truncada de exotoxina A de Pseudomonas que consiste en los aminoacidos 252 a 608 o una variante
de los mismos.

El documento WO 98/20135 divulga proproteinas de tipo PE activables por proteasa y métodos de utilizacion de las
proproteinas para matar células objetivo. Mansfield et al., Bioconjugate Chemistry, 5: 7; 557-563 (1996) informa que
tanto RFB4-PE35KDEL como RFB4-PE35 podrian inhibir el desarrollo de tumores CA46 subcutaneos en ratones
desnudos. Onda Masanori et al., Journal of Immunology, 177: 12; 8822-8834 (2006) informa que un ndmero
relativamente pequefio de sitios inmunogénicos discretos estan asociados con PE38, la mayoria de los cuales pueden
eliminarse mediante mutaciones puntuales. No obstante, seria deseable tener enfoques adicionales para reducir la
toxicidad limitante de la dosis de la inmunotoxina. Ademas, seria deseable tener enfoques adicionales para reducir la
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inmunogenicidad de PE y de las inmunotoxinas en las que PE actia como la fraccion téxica. La presente invencion
satisface estas y otras necesidades.

Breve resumen de la invencién

En un primer grupo de realizaciones, la invenciéon proporciona una exotoxina A de Pseudomonas ("PE"), mutada y
aislada, que comprende una secuencia de aminoacidos que comprende la Férmula I:

R',-FCS-R?:-R3,- dominio funcional Ill de PE (Formula 1),
en donde
n =0 o 1, independientemente, para cada R', R? y R?,
R' =1 a 10 residuos de amino &cidos

FCS = una secuencia de escision por furina de 4 a 11 residuos de aminoacidos, cuya secuencia puede ser escindida
por furina y tiene un extremo amino y un extremo carboxilo,

R2 =1 a 10 residuos de aminodcidos;
R® = 1 0 mas residuos de aminoacidos contiguos de los residuos 365 a 394 de la SEQ ID NO: 1; vy,

Dominio funcional Il de PE = residuos 395-613 de la SEQ ID NO: 1, que comprende opcionalmente: (i) una sustitucion
de uno o mas residuos de aminoacidos de los residuos 609-613 de la SEQ ID NO: 1; (ii) una sustitucion del residuo de
aminoacido R490 de la SEQ ID NO: 1 por glicina, alanina, valina, leucina o isoleucina; (iii) una sustituciéon de uno o mas
residuos de aminoacidos D403, R412, R27, E431, R432, R458, D461, R467, R505, R513, R522, R538, E548, R551,
R576, K590 y L597 de la SEQ ID NO: 1, cuyos residuos de la SEQ ID NO: 1 mantienen la inmunogenicidad de un
epitopo o un subepitopo del dominio Ill de PE; o (iv) una combinacién de cualquiera de (i)-(iii), y en donde la PE carece
de residuos de aminoacidos contiguos 1-273 y 285-364 como se define mediante referencia a la SEQ ID NO: 1.

En algunas realizaciones, la FCS esta representada por la Formula Il
P4-P3-P2-P1 (Férmula Il),

en la que P4 es un residuo de aminoacido en el extremo amino, P1 es un residuo de aminoacido en el extremo
carboxilo, P1 es un residuo de arginina o lisina, y la secuencia de aminoacidos de Férmula Il puede ser escindida en el
extremo carboxilo de P1 por furina.

En algunas realizaciones, la FCS (i) comprende ademas residuos de aminoacidos representados por P6-P5 en el
extremo amino, (ii) comprende ademas residuos de aminoacidos representados por P1-P2’ en el extremo carboxilo, (iii)
en donde P1 es un residuo de arginina o un residuo de lisina, P2’ es triptéfano y P4 puede ser arginina, valina o lisina,
siempre que si P4 no es arginina, entonces P6 y P2 son residuos basicos, y (iv) dicha secuencia puede ser escindida en
el extremo carboxilo de P1 por furina. En algunas realizaciones, la FCS es la SEQ ID NO: 10. En algunas realizaciones,
el dominio Il funcional de PE consiste en residuos de aminoacidos de los residuos 395 a 613 de la SEQ ID NO: 1. En
algunas realizaciones, la PE mutada comprende uno o mas residuos de aminoacidos contiguos de los residuos 365-394
de la SEQ ID NO: 1 entre la FCS y el dominio Ill de PE. En algunas realizaciones, "n" es 0 para R, R?, y R3,

En un grupo adicional de realizaciones, la invencién proporciona moléculas quiméricas que comprenden (a) un ligando,
que se une especificamente a un antigeno o receptor sobre una superficie celular, conjugado o fusionado a (b) una
exotoxina A de Pseudomonas mutada que comprende una secuencia de la siguiente féormula:

R',-FCS-R?,-R3,-dominio funcional Il de PE (Férmula I),
en la que:
n =0 o 1 independientemente para cada uno de R', R?y R3
R' =1 a 10 residuos de aminoacidos

FCS = una secuencia de escision por furina de 4 a 11 residuos de aminoacidos, cuya secuencia puede ser escindida
por furina y tiene un extremo amino y un extremo carboxilo,
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R2 =1 a 10 residuos de aminodcidos;
R3 = 1 0 mas residuos de aminoacidos contiguos de los residuos 365 a 394 de la SEQ ID NO: 1; y,

dominio funcional Il de PE = residuos de aminoacidos 395-613 de la SEQ ID NO: 1, que comprende opcionalmente (i)
sustituciones en uno o mas residuos de aminoacidos correspondientes a 609-613 de la SEQ ID NO: 1, (ii) una
sustitucion del residuo de aminoacido R490 de la SEQ ID NO: 1 con glicina, alanina, valina, leucina o isoleucina, (iii) una
sustitucién de uno o mas residuos de aminoacidos correspondientes a los residuos seleccionados de D403, R412, R27,
E431, R432, R568, R513, R58, R538, R513, R522, R538, E548, R551, R576, K590 y L597 de la SEQ ID NO: 1, cuyos
residuos de la SEQ ID NO: 1 mantienen la inmunogenicidad de un epitopo o subepitopo del dominio Il de PE, o (iv) una
combinacioén de cualquiera de (i)-(iii), y en donde la molécula quimérica carece de residuos de aminoacidos contiguos 1-
273 y 285-364 como se define con referencia a la SEQ ID NO: 1. En algunas realizaciones, la FCS puede representarse
por la formula P4-P3-P2-P1 (SEQ ID NO: 36), en la que P4 designa el extremo amino, P1 designa el extremo carboxilo,
P1 es un residuo de arginina y la secuencia puede ser escindida en el extremo carboxilo de P1 por furina. En algunas
realizaciones, la FCS (i) comprende ademas residuos de aminoacidos representados por P6-P5 en dicho extremo
amino, (ii) comprende ademas residuos de aminoacidos representados por P1'-P2’ en dicho extremo carboxilo, (iii)
adicionalmente en donde P1 es un residuo de arginina, P2’ es triptéfano y P4 puede ser arginina, valina o lisina, siempre
que si P4 no es arginina, entonces P6 y P2 son residuos basicos, y (iv) dicha secuencia puede ser escindida en el
extremo carboxilo de P1 por furina. En algunas realizaciones, la FCS es la SEQ ID NO: 10. En algunas realizaciones, el
dominio funcional Ill de PE consiste en la secuencia de residuos 395 a 613 de la SEQ ID NO: 1. En algunas
realizaciones, la PE mutada comprende uno o mas residuos contiguos de residuos 365-394 de la SEQ ID NO: 1 entre
dicha FCS y dicho dominio Il de PE. En algunas realizaciones, "n" es 0 para R', R? y R3. En algunas realizaciones, el
ligando es un anticuerpo o fragmento del mismo que tiene capacidad de reconocimiento de antigeno.

En adn un grupo adicional de realizaciones, la invenciéon proporciona métodos para inhibir el crecimiento de células
objetivo que tienen un exterior. Los métodos comprenden poner en contacto las células con moléculas quiméricas, que
comprenden (a) un ligando que se une especificamente a un antigeno o receptor en el exterior de la célula, cuyo ligando
se conjuga o fusiona a (b) una exotoxina A de Pseudomonas mutada que comprende una secuencia de la siguiente
férmula:

R',-FCS-R?,-R3,-dominio funcional Il de PE (Férmula I),
en la que:
n =0 o 1 independientemente para cada uno de R', R?y R3
R' =1 a 10 residuos de aminoacidos

FCS = una secuencia de escision por furina de 4-11 residuos de aminoacidos, cuya secuencia puede ser escindida por
furina y tiene un extremo amino y un extremo carboxilo,

R2 =1 a 10 residuos de aminodcidos;
R3 = 1 0 mas residuos de aminoacidos contiguos de los residuos 365 a 394 de la SEQ ID NO: 1; vy,

el dominio funcional Il de PE = residuos 395-613 de la SEQ ID NO: 1, que comprende opcionalmente (i) sustituciones
en uno o mas residuos de aminoacidos correspondientes a 609-613 de la SEQ ID NO: 1, (ii) una sustitucién del residuo
de aminoacido R490 de la SEQ ID NO: 1 con glicina, alanina, valina, leucina, o isoleucina (iii) una sustitucion de uno o
mas residuos de aminoacidos correspondientes a residuos seleccionados entre D403, R412, R27, E431, R432, R458,
R576, R513, R522, R538, E548, R551, R576, K590 y L597 de la SEQ ID NO: 1, cuyos residuos de la SEQ ID NO: 1
mantienen la inmunogenicidad de un epitopo o subepitopo del dominio funcional Ill de PE, o (iv) una combinacién de
cualquiera de (i)-(iii), en la que la molécula quimérica carece de residuos de aminoacidos contiguos 1-273 y 285-364
como se define mediante referencia a la SEQ ID NO: 1 y en donde el contacto de la molécula quimérica con la célula
inhibe el crecimiento de la célula. En algunas realizaciones, la FCS se puede representar mediante la férmula P4-P3-
P2-P1 (SEQ ID NO: 36), en la que P4 designa el extremo amino, P1 designa el extremo carboxilo, P1 es un residuo de
arginina y dicha secuencia puede ser escindida en el extremo carboxilo del P1 por furina. En algunas realizaciones, la
FCS (i) comprende ademas residuos de aminoacidos representados por P6-P5 en dicho extremo amino, (ii) comprende
ademas residuos de aminoacidos representados por P1'-P2’ en dicho extremo carboxilo, (iii) adicionalmente en donde
P1 es un residuo de arginina, P2’ es triptéfano y P4 puede ser arginina, valina o lisina, con la condicion de que si P4 no
es arginina, entonces P6 y P2 son residuos basicos, y (iv) dicha secuencia puede ser escindida en el extremo carboxilo
de P1 por furina. En algunas realizaciones, la FCS es la SEQ ID NO: 10. En algunas realizaciones, el dominio funcional
Ill de PE consiste en la secuencia de residuos 395 a 613 de la SEQ ID NO: 1. En algunas realizaciones, la PE mutada
comprende uno o mas residuos contiguos de residuos 365-394 de la SEQ ID NO: 1 entre dicha FCS y dicho dominio IlI
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de PE. En algunas realizaciones, el ligando es un anticuerpo o fragmento del mismo que tiene capacidad de
reconocimiento de antigeno.

En aun otro grupo de realizaciones, la invencion proporciona acidos nucleicos que codifican las PE mutadas y las
moléculas quiméricas descritas anteriormente. En algunas realizaciones, el acido nucleico codifica adicionalmente un
ligando que se une especificamente a un antigeno o receptor en una superficie celular, cuyo ligando se fusiona
directamente o a través de un enlazador peptidico a dicha PE. En algunas realizaciones, el ligando es un anticuerpo o
porcion del mismo que retiene la capacidad de unién al antigeno.

Breve descripcion de los dibujos

Figuras 1A y 1B. La Figura 1A es un esquema de la estructura de la inmunotoxina anti-CD22 conocida como "HA22".
HA22 comprende un fragmento de anticuerpo anti-CD22 de Fv (VH/VL) ligado a disulfuro conectado de forma
recombinante a un truncamiento citotoxico de 38 kD de exotoxina A de Pseudomonas ("PE", el truncamiento de 38 kD
se conoce en la técnica como "PE38"). PE38 se crea eliminando de la secuencia de residuos de 613 aminoacidos de los
residuos 1-252 de PE nativa, que corresponden al dominio |, junto con los residuos 365-380 del dominio Ib. La Figura
1B muestra la secuencia de los dominios Il de PE38 (residuos 251-364) y Ib (residuos 365-394). La numeracion de
residuos se basa en la secuencia de aminoacidos de PE nativa. Los residuos 365 a 380 de PE nativa (en caja) se
suprimieron en la generacion de PE38. Los sitios de escision de proteasa lisosomal se indican mediante flechas
adyacentes a la designacion de su banda correspondiente a partir del analisis de SDS-PAGE. Los sitios de escision de
proteasa lisosomal se presentan entre los residuos 260-261, 265-266, 297-298, 341-342, 342-343, 351-352, 352-353,
353-354, 364-381, 390-391 y 391-392. También se indica el sitio de escision por furina (279-280). La secuencia sensible
a furina de 11 residuos en el dominio Il de HA22-LR esta sombreada.

Figura 2. La Figura 2 es un esquema de la estructura del mutante de HA22 "JW008". JW008 es una forma de HA22 que
tiene los mismos truncamientos de PE38 que HA22 LR, pero en la que la secuencia nativa de la secuencia escindible
por furina de los residuos 274-284 ha sido alterada por sustituciones de dos residuos.

Figura 3. La Figura 3 muestra dibujos esquematicos de HA22 y de una serie de variantes en las que se introdujeron
supresiones en los dominios Il y Ib del componente PE38 de HA22 para eliminar sitios de escisién de proteasa
lisosomal. Estas cinco proteinas mutantes (M1, M2, M3, M4 y M5) se ilustran usando una vista ampliada de los
dominios Il 'y Ib de PE38 para mostrar la extension de las supresiones (lineas punteadas) y la presencia en M3 y M4 de
una mutacién puntual de C287S. La numeracién de residuos se basa en la localizaciéon de aminoacidos en la PE nativa.
Las proteinas se purificaron posteriormente y se compararon con HA22 usando un ensayo de citotoxicidad in vitro en
células Raiji. La proteina M5 se denomina también aqui "HA22-LR". La ICsp (ng/ml) de cada mutante con respecto a la
ICs0 de HA22 se presenta como una media de al menos tres experimentos separados.

Figura 4. HA22-LR es resistente a la digestion con extractos lisosomales. HA22 y HA22-LR se incubaron con extractos
lisosomales de células Raji en condiciones idénticas. Después de la adicién de extracto lisosomal, las muestras se
retiraron inmediatamente (0), después de 30 min, y después de 1, 2, 4, 8 y 24 h, y luego se analizaron mediante
reducciéon de SDS-PAGE. Las flechas indican las bandas VL, VH-PE38 (HA22) y VH-PE25 (HA22-LR) que comprenden
las inmunotoxinas maduras.

Figura 5. Farmacocinética de HA22-LR. Se inyectaron ratones Balb/C por via intravenosa con 10 ug de HA22 (°) o
HA22-LR (o) y se tomaron muestras de sangre a varios intervalos entre 2 y 60 minutos desde el momento de la
inyeccion. La concentracion de inmunotoxina en el suero en los diversos intervalos se determind mediante ELISA y se
ajustdé a una unica funcion de decaimiento exponencial. Se indica la semivida (t12) correspondiente. Cada punto es la
concentracion de inmunotoxina en el suero de un ratén y la concentracién en cada intervalo de tiempo se determiné a
partir de al menos dos ratones diferentes.

Figura 6. HA22-LR tiene potente actividad antitumoral. Los ratones SCID con tumores de xenoinjerto CA46 se trataron
con QOD X 3 (en los dias 6, 8 y 10) por via intravenosa con PBS (X, linea continua), 0,3 mg/kg de HA22 (o; linea
continua), o HA22-LR a 1,0, (*; linea discontinua), 1,75 (¢; linea continua), o 2,5 (*; linea discontinua) mg/kg. Las flechas
indican los dias en que se administré el tratamiento. El tamafio del tumor se midié en el transcurso de 40 dias. Los
puntos representan el tamafio medio del tumor de todos los ratones en el grupo de tratamiento. Las barras de error
muestran el intervalo de confianza del 95% de cada valor medio.

Descripcion detallada de la invencion
Introduccion

Durante los ultimos veinte afos, la endotoxina A de Pseudomonas ("PE") se ha estudiado intensivamente para su uso
como la porcion téxica de toxinas dirigidas, tales como inmunotoxinas. La forma mas comun de PE usada en toxinas
dirigidas ha sido una forma de 38 kD conocida como PE38, en la que se ha suprimido la totalidad del dominio | de la
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toxina, junto con los residuos 365-379 del dominio Ib. PE38 contiene la totalidad de los dominios Il y Il de la toxina. El
dominio Il de PE tiene una secuencia reconocida y escindida por una enzima conocida como furina, que esta presente
en células animales. Las PE que contienen la secuencia de escisién por furina experimentan un procesamiento
proteolitico dentro de células objetivo, activando la actividad citotdxica de la toxina. Algunas formas de PE desarrolladas
en el pasado intentaron aumentar la actividad eliminando la porciéon del dominio Il secuencia arriba del sitio de escision
por furina, con la esperanza de que esto eliminaria la necesidad de procesamiento proteolitico dentro de células
objetivo.

Sorprendentemente, ahora se ha descubierto que las formas de PE pueden elaborarse invirtiendo algunas de las
estrategias utilizadas anteriormente para desarrollar las PE para su uso en toxinas dirigidas, y que estas nuevas formas
de PE tienen ventajas no proporcionadas por PE previas. Ademas, sorprendentemente, estas nuevas formas de PE
conservan una excelente actividad citotéxica y tienen toxicidad mucho menos no especifica en uso in vivo. Esta
disminucion de la toxicidad permite administrar dosis mucho mayores, con un aumento concomitante de la actividad
antitumoral.

En las nuevas formas de PE, se han suprimido los residuos restantes del dominio Ib (distintos de los necesarios para
una buena actividad de ribosilacion de ADP), que se pensaba que eran Utiles para facilitar la translocacion efectiva de la
toxina en la célula objetivo después de la activacion proteolitica. En segundo lugar, se ha eliminado todo el dominio I
excepto para la secuencia de escision por furina.

La eliminacién de la mayor parte del dominio Il y de todo el dominio Ib proporciona moléculas de PE con una serie de
ventajas sobre las formas de PE disponibles anteriormente. En primer lugar, tanto el dominio Ib como el dominio I
contienen epitopos que se suman a la inmunogenicidad global de PE. Eliminando todo el dominio Il excepto el sitio de
escision por furina y la porcién del dominio Ib previamente incluida incluso en PE truncadas, se eliminan tanto los
epitopos lineales como conformacionales presentes en los dominios, reduciendo la inmunogenicidad de la PE resultante
en comparacion con las formas de la toxina que anteriormente estaban disponibles.

En segundo lugar, se reduce el tamafio total de la toxina. Las formas estudiadas a modo de ejemplo en el presente
trabajo tenian un peso molecular de 25 kD vy, por tanto, representan una disminuciéon de aproximadamente 13 kD del
tamano de la forma mas comun de PE actualmente en uso, PE38. Las moléculas mas pequefias pueden penetrar mas
profundamente en los tumores solidos, por lo que generalmente se ha considerado deseable desarrollar formas mas
pequefias de la toxina para su uso contra tumores solidos. El tamafio mas pequefio de las PE de la invenciéon en
comparacion con aquellas previamente disponibles sugiere que resultaran utiles tanto en el tratamiento de tumores
sélidos, en los que el tamafio mas pequefio de la toxina puede facilitar la penetracion del tumor, como en el tratamiento
de neoplasias malignas hematolégicas, en donde el tamafio de la toxina es de menor importancia. Ademas, se usan PE
como las fracciones toxicas de toxinas dirigidas a células objetivo distintas de las células tumorales. Las toxinas mas
pequenias de la invencion también deberian ser utiles en el contexto de estas células objetivo.

Tercero y, sorprendentemente, en ensayos in vivo se demostré que las inmunotoxinas producidas con las toxinas
resultantes conservaban buena citotoxicidad para la mayoria de las células objetivo, mientras que tenian una toxicidad
notablemente menos no especifica en un modelo animal que la inmunotoxina comparable elaborada con PE38. De
hecho, mientras que los ratones que portaban tumores de xenoinjerto de una neoplasia maligna hematologica humana,
mostraron una respuesta completa cuando se inyectaron con la inmunotoxina multiples veces a razén de 2,5 mg/kg, no
murieron ratones cuando se inyectaron con la inmunotoxina multiples veces a razén de 5,0 mg/kg (el equivalente a 100
mg por dosis). En comparacion, la LDsy de HA22 en ratones es de aproximadamente 1,3 mg/kg. Estos resultados
muestran no soélo que los ratones pueden tolerar dosis de las nuevas inmunotoxinas mas de 3 veces que la de una
inmunotoxina similar hecha con PE38, pero pueden tolerar dosis al menos dos veces necesarias para inducir una
respuesta completa.

En cuarto lugar, algunas formas previas de PE en las que se suprimié una porciéon del dominio Il eliminaron el sitio de
escision por furina. Esto elimind la necesidad de escision intracelular por furina, pero también hizo mas dificil disefiar
una molécula funcional. Tipicamente, el anticuerpo se uni6 al dominio Il de PE, y tendié a permanecer asociado con la
fraccion de PE dentro de la célula. En moléculas quiméricas que usan las PE de la presente invencion, el anticuerpo u
otra fraccion de direccionamiento puede unirse secuencia arriba del sitio de escisién por furina y escindirse del dominio
[ll de PE una vez dentro de la célula.

Tanto los estudios in vitro como in vivo se llevaron a cabo en un ejemplo de PE de la invencién para comparar sus
efectos cuando se hicieron en una inmunotoxina con los de una inmunotoxina similar hecha con PE38. La inmunotoxina
de ejemplo elegida para comparacién es una inmunotoxina conocida como HA22, que emplea un anticuerpo anti-CD22
fusionado a PE38. Se realizaron comparaciones entre una inmunotoxina en la que el anticuerpo usado en HA22 se
fusiond a una de las nuevas PE como toxina (por conveniencia, este constructo se denominara "HA22-LR", donde "LR"
se refiere a la resistencia del componente de PE modificado para degradacion lisosomal) para HA22 (en el que el
mismo anticuerpo se fusiona con PE38). En estudios in vitro, la inmunotoxina producida con la nueva PE tenia
aproximadamente la misma citotoxicidad que HA22 contra células de varias lineas celulares que expresan CD22. En
estudios in vivo en un modelo animal, se estimé que la inmunotoxina HA22-LR era menos citotoxica que HA22, la
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inmunotoxina producida con PE38. La nueva inmunotoxina, sin embargo, también habia reducido significativamente la
toxicidad no especifica, y podia ser tolerada por los ratones con dosis mucho mas altas que HA22, mejorando asi el
efecto antitumoral del tratamiento y permitiendo una ventana terapéutica mas grande entre la dosis maxima tolerada y la
necesaria para inducir una respuesta completa.

Se han elaborado varias inmunotoxinas utilizando diferentes anticuerpos u ofros ligandos como la fraccion de
direccionamiento, pero utilizando una PE como la fraccién de toxina. Se ha sabido que, en algunos casos, la fraccion de
direccionamiento puede hacer alguna contribucion a la toxicidad no especifica de una inmunotoxina. Véase, por
ejemplo, la solicitud de patente PCT/US01/43602 en copropiedad, publicada como la publicacién internacional No. WO
02/40545, que informa que la toxicidad no especifica de algunas inmunotoxinas podria reducirse reduciendo el punto
isoeléctrico de las regiones marco de Fv utilizadas como la fraccién de direccionamiento. Sin embargo, también ha
quedado claro que, en inmunotoxinas y otras moléculas quiméricas que usan PE como fraccion de la toxina, el principal
contribuyente a la toxicidad no especifica es el componente de PE. Por lo tanto, se espera que la toxicidad no especifica
reducida similar a la observada con respecto a la inmunotoxina HA22-LR en los estudios descritos en la presente
memoria resultara también cuando las PE de la invencion se usan como la fraccién de la toxina de moléculas
quiméricas usando como fracciéon de direccionamiento anticuerpos distintos del anticuerpo usado en HA22 como la
fraccion de direccionamiento u otros ligandos como la fraccion de direccionamiento.

Se realizaron estudios de la citotoxicidad de una inmunotoxina obtenida utilizando un anticuerpo diferente, SS1, que
reconoce y se une a la mesotelina, un antigeno presente en las células de muchos canceres. El anticuerpo SS1 se
divulga, por ejemplo, en la patente de Estados Unidos No. 7.081.518, y se ha probado una inmunotoxina que
comprende SS1 fusionada a PE38 (la inmunotoxina se denomina "SS1P") en un ensayo clinico de Fase |. Se elabord
una inmunotoxina usando el anticuerpo SS1 como la fraccion de direccionamiento y la forma de PE usada en HA22-LR
("PE-LR") como la fraccion de toxina y se ensayaron las dos inmunotoxinas, SS1P y SS1-PE-LR por su citotoxicidad
contra una serie de lineas celulares que expresan mesotelina. Las dos inmunotoxinas tenian una actividad comparable
frente a varias lineas celulares. La inmunotoxina SS1-PE-LR tenia una actividad notablemente mas baja contra algunas
lineas celulares en comparacion con SS1P. Esto indica que, al igual que la mayoria de los agentes terapéuticos, no
todos los canceres de pacientes u otras células de interés seran susceptibles de tratamiento con una inmunotoxina
usando un PE-LR como fraccion de la toxina. Si se puede inhibir el crecimiento de células de cualquier cancer particular
u ofras células objetivo de interés puede determinarse faciimente mediante medios estandar, tales como mediante la
toma de una biopsia de las células, poniendo en contacto las células con la inmunotoxina que contiene PE-LR y
determinando si la inmunotoxina inhibe el crecimiento del cancer u otras células objetivo en la extension deseada.

Ademas, se conocen varios medios para aumentar la citotoxicidad de PE alterando los residuos en el dominio Il de la
secuencia nativa. Estudios del laboratorio de los presentes inventores hace mas de una década determinaron que
ciertas secuencias de aminoacidos y repeticiones de estas secuencias podrian ser usadas en lugar de la secuencia
nativa de residuos 609-613 de PE para aumentar la citotoxicidad de la PE resultante en comparacién con la PE
preparada con la secuencia nativa (la secuencia nativa de los residuos 609-613 y mutaciones especificas que aumentan
la citotoxicidad se discuten con mas detalle mas adelante en la seccion titulada "exotoxina A de Pseudomonas"). Mas
recientemente, los trabajos de laboratorio de los presentes inventores indicaron que una sustitucion de glicina, alanina,
valina u otros residuos por la arginina presente en la posicion 490 de la secuencia de PE nativa aumentaria la
citotoxicidad, siendo la sustitucion de la arginina por la alanina particularmente ventajosa. Véase, por ejemplo, la
solicitud de patente estadounidense publicada No. 2007/0189962; Bang et al., Clin Cancer Res, 11: 1545-1550 (2005).
Aunque se espera que las PE de la invencion usando la secuencia de dominio nativo lll sean utiles por si mismas, si se
desea que la citotoxicidad de la PE pueda aumentarse usando una o mas de estas sustituciones o mutaciones. Se
puede probar cualquier sustitucion o mutacién en particular para determinar si conserva la citotoxicidad adecuada para
uso in vitro y si tiene toxicidad no especifica suficientemente baja para uso in vivo con ensayos conocidos en la técnica,
incluyendo los expuestos en los Ejemplos.

Ademas, el trabajo previo del laboratorio de los presentes inventores ha mapeado la presencia de epitopos o
subepitopos en el dominio lll. La unién de anticuerpos que reconocen esos epitopos se puede reducir o eliminar
mediante sustituciones de los residuos normalmente presentes en ciertas posiciones. Como se expone en la solicitud de
patente publicada de los Estados Unidos, la union de estos anticuerpos puede reducirse sustituyendo una alanina,
glicina, serina o glutamina por un residuo de aminoacido correspondiente a un residuo de aminoacido de la SEQ ID NO:
1 seleccionado del grupo que consiste en D403, R412, R427, E431, R432, R458, D461, R467, R505, R513, E522,
R538, E548, R551, R576, K590 y L597. Dado que la presencia de estos residuos antes de su sustitucion mantiene un
epitopo o subepitopo en el dominio lll, para facilitar la referencia, los residuos en estas posiciones se pueden denominar
como "mantenimiento” de la inmunogenicidad de sus respectivos epitopos o subepitopos, sustituyéndolos con alanina o
similares reduce la inmunogenicidad del dominio Il de PE resultante del epitopo o subepitopo nativo. Aunque se espera
que las PE de la invencion usando la secuencia del dominio nativo Ill sean utiles por si mismas, por lo tanto, si se
desean sustituciones de uno o mas de los residuos identificados anteriormente, se puede reducir la inmunogenicidad de
las PE de la invencién. Se puede probar cualquier sustitucion o mutaciéon en particular para determinar si conserva la
citotoxicidad adecuada para uso in vitro o in vivo usando ensayos conocidos en la técnica, incluyendo los expuestos en
los Ejemplos.
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En formas preferidas, el agente de direccionamiento de las moléculas quiméricas, tales como las inmunotoxinas, en las
que se usan las PE de la invencién no esta transformando el factor de crecimiento « ("TGF*").

Secuencias de furina y escindibles de furina

Como se ha informado por Duckert et al., Protein Engineering, Design & Selection 17 (1): 107-112 (2004) (en lo
sucesivo, "Duckert et al."), la furina es una enzima en una "familia de serina proteasas dependientes de CA2+ dibasicas
y monobasicas evolutivamente conservadas, llamadas proproteina convertasas similares a la subtilisina/kexina. "Id., en
la pag. 107. La furina, también conocida como "enzima de escisiéon de aminoacidos basicos emparejados" o "PACE", es
uno de los siete miembros mamiferos de la familia y esta implicado en el procesamiento de varias proteinas enddgenas
humanas. Véase generalmente, por ejemplo, Thomas G, Nat. Rev Mol Cell Biol, (10): 753-66 (2002). Es una proteina
asociada a la membrana que se encuentra principalmente en la red trans-Golgi. La secuencia de furina humana se
conoce desde principios de los noventa. Véase, por ejemplo, Hatsuzawa, K. et al., J. Biol Chem., 267: 16094-16099
(1992); Molloy, S. et al., J. Biol. Chem., 267: 16396-16402 (1992).

El sitio de escision minima para la furina es, en el cédigo de una sola letra para los residuos de aminoacidos, R-X-X-R
(SEQ ID NO: 6), con escision que se produce después de la segunda "R". Duckert et al. resume la informacion
disponible sobre las secuencias de 38 proteinas reportadas en la literatura por tener sitios de escisién por furina,
incluyendo proteinas de mamiferos, proteinas de bacterias patdégenas y proteinas virales. Se informa que 31, 0 81%, de
los motivos de escision revisados tenian la secuencia consenso RX-[R/K]-R (SEQ ID NO: 7), de los cuales 11, o0 29%,
tenian R-X-R-R (SEQ ID NO: 8), y 20, o 52%, eran R-X-K-R (SEQ ID NO: 9). Tres de los motivos de escision solo
contenian la secuencia de escisién minima. Duckert et al. alinearon ademas los motivos e identificaron los residuos
encontrados en cada posiciéon en cada furina tanto para el propio motivo de escisién como en los residuos circundantes.
La Fig. 1A de Duckert et al. muestra por tamario relativo los residuos mas comunmente encontrados en cada posicion.
Por convencion, los residuos que rodean el sitio de escision por furina se enumeran desde el enlace escindible (que se
indica tipicamente con el simbolo "+"). Contando hacia el extremo terminal N, los residuos del sustrato se denominan P1,
P2, y asi sucesivamente, mientras que contando hacia el extremo terminal C, los residuos se designan 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). Por lo tanto, siguiendo la convencion, se puede usar la siguiente
secuencia para alinear y numerar los residuos de la secuencia de escision minima y los residuos circundantes:

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

en la que la secuencia minima de escision por furina esta numerada como P4-P1. La alineacion de Duckert et al. de 38
secuencias escindidas por furina identifica las variaciones permitidas dependiendo de los residuos presentes en
diversas posiciones. Por ejemplo, si el residuo en P4 no es un R, que puede ser compensado por tener residuos de
arginina o lisina en P2 y P6. Id., en la pag. 109.

En PE nativa, la escisién por furina ocurre entre la arginina 279 y la glicina 280 en un bucle rico en arginina situado en el
dominio Il de la toxina. La secuencia de escision nativa de furina en el dominio Il de PE se expone a continuacion (con
numeros que indican las posiciones de los residuos en la secuencia de PE nativa de 613 aminoacidos) y se alinean para
mostrar su numeracion bajo la convencion indicada anteriormente:

274-RHRQPRGW E QL -284 (SEQ ID NO:10)
P6-P5-P4-P3-P2-P1-P1-P2-P3"-P4-P5’

En los estudios subyacentes a la presente invencion, se realizaron sustituciones en las posiciones P3 y P2 para formar
la secuencia siguiente, con las sustituciones subrayadas:

274-RHRSKRGWEQL-284 (SEQ ID NO: 11).

Esta secuencia mostrd una velocidad de escisidn mas rapida que la de la secuencia nativa y, cuando se us6 en una
inmunotoxina de ejemplo (denominada "JW008" por conveniencia de referencia) dio como resultado citotoxicidad para
las células objetivo, aproximadamente la misma que aquella de la secuencia nativa.

Basandose en esto y en nuestros estudios anteriores, la secuencia de escision por furina usada para unir la molécula de
direccionamiento al dominio Il de PE puede ser la secuencia minima de escision por furina, R-X-X-R (SEQ ID NO: 6), o
cualquiera de las otras secuencias de escision por furina conocidas en la técnica o permitidas por la Fig. 1A de Duckert
et al., con la condicién de que, si hay un residuo presente en la posicion identificada como P2’, debe ser triptdéfano o, si
no es triptéfano, no debe ser valina o alanina. Por ejemplo, en algunas realizaciones, la secuencia puede ser RKKR
(SEQ ID NO: 12), RRRR (SEQ ID NO: 13), RKAR (SEQ ID NO: 14), SRVARS (SEQ ID NO: 15), TSSRKRRFW (SEQ ID
NO: ID NO: 16), o ASRRKARSW (SEQ ID NO: 17).
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Como se observa en Duckert et al., un residuo menos favorable que R (principalmente valina) se puede usar en la
posicion P4 si se compensan por residuos de arginina o lisina en las posiciones P2 y P6, de manera que al menos dos
de los tres residuos en P2, P4 y P6 son basicos. Por tanto, en algunas realizaciones, la secuencia escindible de furina
es RRVKKRFW (SEQ ID NO: 18), RNVVRRDW (SEQ ID NO: 19), o TRAVRRRSW (SEQ ID NO: 20). El residuo en la
posicion P1 puede ser la arginina presente en la secuencia nativa, o lisina. Asi, 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 de
escision por furina de PE: R-H-R-Q-P-R-G-W-E-Q-L (SEQ ID NO: 10) o una version truncada de la secuencia nativa,
siempre que contenga la secuencia minima de escision por furina y escindible por furina. Por lo tanto, en algunas
realizaciones, la secuencia escindible de furina puede ser R-Q-P-R (SEQ ID NO: 21), R-H-R-Q-P-R-G-W (SEQ ID NO:
22), R-H-R-Q-P-R-G-W-E (SEQ ID NO: 23), H-R-Q-P-R-G-W-E-Q (SEQ ID NO: 24) o R-Q-P-R-G-WE (SEQ ID NO: 25).
En algunas realizaciones, la secuencia es R-H-R-S-K-R-G-W-E-Q-L (SEQ ID NO: 11), o una version truncada de esta
secuencia, siempre que contenga la secuencia minima de escision por furina y sea escindible por furina. Por lo tanto, en
algunas realizaciones, la secuencia escindible de furina puede ser R-SK-R (SEQ ID NO:26), R-H-R-S-K-R-G-W (SEQ ID
NO:27), H-R-S-K-R-G-W-E (SEQ ID NO:28), R-S-K-R-G-W-E-Q-L (SEQ ID NO:29), H-R-S-K-R-G-W-E-Q-L (SEQ ID
NO:30), o R-H-R-S-K-R (SEQ ID NO:31). Cualquier secuencia particular escindible por furina puede ser facilmente
probada convirtiéndola en una inmunotoxina con el anticuerpo usado en HA22 y probando la inmunotoxina resultante in
vitro en una linea celular CD22+. En realizaciones preferidas, las secuencias escindibles por furina no reducen la
citotoxicidad de la inmunotoxina resultante por debajo del 10% de la citotoxicidad de aquella de HA22 cuando se ensaya
HA22 en la misma linea celular y mas preferiblemente no reducen la citotoxicidad de la inmunotoxina resultante por
debajo 15%, 20%, 25%, 30% 40%, 50%, 60%, 70%, 75%, 80%, 90% o mas de la citotoxicidad de HA22 cuando se
ensaya HA22 en la misma linea celular, con cada aumento del porcentaje de citotoxicidad siendo mas preferido que el
precedente.

Si se puede o no escindir cualquier secuencia particular por furina puede determinarse por métodos conocidos en la
técnica. Por ejemplo, si se puede escindir o no una secuencia mediante furina se puede ensayar incubando la
secuencia con furina en regulador de furina (NaOAc 0,2 M (pH 5,5), CaCl, 5 mM) a una relacién molar de enzima:
sustrato de 1:10 a 25° C durante 16 horas. Estas condiciones han sido previamente establecidas como 6ptimas para la
escisién por furina de PE. Preferiblemente, la furina utilizada es furina humana. La furina humana truncada
recombinante esta comercialmente disponible, por ejemplo, a través de New England Biolabs (Beverly, MA). Véase
también Bravo et al., J Biol Chem, 269 (14): 25830-25837 (1994).

Para mayor claridad, se observa que las PE actualmente en uso, tales como PE38 y PE40, comprenden la secuencia de
escision nativa de furina, y que la secuencia de escision por furina esta conectada al dominio 11l de PE. Sin embargo, a
diferencia de las PE de la invencion, la secuencia de escision por furina de PE38 y PE40 no esta conectada
directamente al dominio Il de estas PE; mas bien, estan conectados al dominio Ill a través de (a) 79 residuos del
dominio Il en el lado del carboxilo del sitio de escision por furina (residuos 285 a 364 del dominio Il; por conveniencia,
estos residuos se denominaran los "residuos carboxilo del dominio 11"), mas (b) los residuos 365-394 de la SEQ ID NO:
1, en el caso de PE40, o los residuos 381-394 de la SEQ ID NO: 1, en el caso de PE38. Como se discute
adicionalmente en el presente documento, aunque se considera que el limite estructural del dominio Ill de PE se inicia
en el residuo 405, los analisis funcionales han demostrado que el dominio Il requiere un segmento del dominio Ib para
retener la actividad de ribosilacion de ADP. Por consiguiente, el dominio funcional Il se define como los residuos 395-
613 de PE, y se prefiere por lo tanto que las toxinas de la invencién comprendan los residuos 395-613 de PE, con
ciertas variaciones permitidas descritas mas adelante. Para facilitar la referencia, las referencias en la presente memoria
descriptiva a supresiones del dominio Ib o a la inclusion opcional de algunos residuos contiguos del dominio Ib se
refieren a la porcién del dominio Ib que consiste en los residuos 365-394, aunque estructuralmente, se entiende que el
dominio Ib comprende los residuos 365-399.

Es deseable la supresion de los residuos 365-394 y de los residuos que constituyen el dominio I, distintos de los de la
secuencia de escision por furina, ya que las supresiones eliminan cualquiera de los epitopos inmunogénicos presentes
en estas porciones de la molécula de PE. En algunas realizaciones, sin embargo, el profesional puede desear retener
algunos o todos los residuos 381-394, normalmente encontrados en PE38, o retener 1-10 residuos en los extremos
amino o carboxilo, o ambos, de la secuencia de escision por furina, con 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2 y 1 residuos entre
sucesivamente los mas preferidos. Tipicamente, los residuos a cada lado de la secuencia de escisién por furina son los
residuos normalmente presentes en la posicion correspondiente de PE (SEQ ID NO: 1). Por ejemplo, como se ha
indicado anteriormente, la secuencia de escision por furina de PE se considera que termina en el residuo 284. Si el
profesional desea extender la secuencia al lado del carboxilo en tres residuos, normalmente los residuos elegidos serian
los presentes en las posiciones 285-287 de la SEQ ID NO: 1. Por lo tanto, aunque en realizaciones preferidas, el
término "secuencia de escision por furina" se refiere a una secuencia de 4 a 11 residuos de aminoacidos escindibles por
furina (como en la secuencia nativa de escision por furina de PE, expuesta anteriormente como SEQ ID NO: 10)
algunas realizaciones, hace referencia a dicha secuencia, que comprende ademas 1-10 residuos de aminoacidos
posicionados en los extremos amino o carboxilo, 0 ambos.
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Como se ha indicado anteriormente, en los PE actualmente en uso como residuos téxicos, tales como PE38 y PE40, la
secuencia de escision por furina se une al dominio lll a través de la secuencia carboxilo (residuos 285-364) del dominio
Il ya través de los residuos 365- 394 (en PE40) o a través de los residuos 381-394 (en PE38). Por el contrario, en las PE
de la invencion, una secuencia de escision por furina (tal como SEQ ID NO: 10, o variantes truncadas o modificadas de
la misma) esta unida en su extremo terminal carboxilo al dominio Ill, sin interponerse entre los dos algunos o todos los
residuos carboxilo del dominio Il, y preferiblemente sin tener entre los dos algunos o todos los residuos 365-394.

Las PE de la descripcién se pueden representar por la férmula:
R'n-FCS-R?:-R3:-dominio funcional Ill de PE

en la que:

n = 0 o 1 independientemente para cada uno de R', R?y R3

R" =1 a 10 residuos de aminodcidos;

FCS = una secuencia de escision por furina de residuos de aminoacidos, secuencia que puede ser escindida por furina
y tiene un extremo amino y un extremo carboxilo;

R2 =1 a 10 residuos de aminodcidos;
R® = uno o mas residuos contiguos 365-394 de la SEQ ID NO: 1; y,

Dominio funcional 11l de PE = residuos 395-613 de la SEQ ID NO: 1, que comprende opcionalmente (i) sustituciones en
uno o mas residuos que corresponden a 609-613 de la 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 la SEQ ID NO: 1, (iii) una
sustitucién de uno o mas residuos correspondientes a los residuos de la SEQ ID NO: 1, cuyos residuos de la SEQ ID
NO: 1 mantienen inmunogenicidad de un epitopo o subepitopo del dominio Ill de PE, o (iv) una combinacion de
cualquiera de (i)-(iii). En algunas realizaciones, al menos uno de R', R? y R3, n no es igual a 0. Como se ha indicado, en
algunas realizaciones preferidas, se eliminan todos los residuos 365-394; por lo tanto, en estas realizaciones, en el
término R%,, n = 0. De manera similar, en algunas realizaciones, no hay residuos en el lado amino de la FCS; en estas
realizaciones, en el término R',, n = 0. De forma similar, en algunas realizaciones, no hay residuos en el lado carboxilo
de la FCS entre los dominios Ib o Il de FCS y PE; en estas realizaciones, en el término R?,, n = 0. En realizaciones
particularmente preferidas, el n en R',, R?,, y R3,, es igual a cero.

Definiciones

Las unidades, prefijos y simbolos estan denotados en su forma aceptada por el Sistema Internacional de Unidades (SI).
Los intervalos numéricos incluyen los nimeros que definen el intervalo. A menos que se indique lo contrario, los acidos
nucleicos se escriben de izquierda a derecha en orientacion de 5' a 3'; las secuencias de aminoacidos se escriben de
izquierda a derecha en la orientacién amino a carboxilo. Los titulos proporcionados en la presente memoria no son
limitaciones de los diversos aspectos o realizaciones de la invencién, que se pueden tener en referencia a la memoria
descriptiva en su conjunto. En consecuencia, los términos definidos inmediatamente a continuacion se definen mas
completamente con referencia a la memoria descriptiva en su totalidad.

La endotoxina A de Pseudomonas ("PE") es una proteina monomérica extremadamente activa (peso molecular 66 kD),
secretada por Pseudomonas aeruginosa, que inhibe la sintesis de proteinas en células eucaritticas. La secuencia de
PE nativa (SEQ ID NO: 1) es bien conocida en la técnica y se expone, por ejemplo, en la SEQ ID NO: 1 de la patente de
Estados Unidos No. 5.602.095. El método de accidn y la estructura de PE, asi como las modificaciones que resultan en
una serie de variantes de PE, se discuten con algun detalle en una seccién dedicada a este propdsito.

Las mutaciones de PE se describen tipicamente en la técnica por referencia al residuo de aminoacido presente en una
posicion particular en la secuencia de 613 aminoacidos de la PE nativa (SEQ ID NO: 1). Esta convencién se sigue en
esta descripcion. Si el residuo de aminoacido presente en una posicién particular ha sido sustituido por otro residuo, en
oposicion, por ejemplo, a ser simplemente suprimido como parte de un truncamiento de la secuencia nativa, se indica
exponiendo el presente residuo en la secuencia nativa de PE, y el nimero de posicién, seguido por el residuo de
aminoacido con el cual ha sido reemplazado el residuo nativo en la mutacion particular en discusion. Asi, por ejemplo, el
término "R490A" indicaria que la "R" (arginina, en el cddigo estandar de una sola letra) en la posicion 490 de la
secuencia nativa de PE (SEQ ID NO: 1) ha sido reemplazada por una "A" (alanina, en el cédigo estandar de una sola
letra) en la PE mutada en discusion. En forma similar, "K590Q" indicaria que la lisina normalmente presente en la
posicion 590 de PE ha sido reemplazada por una glutamina. El cédigo estandar de una sola letra para aminoacidos
comunes se expone a continuacion.
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El término "dominio funcional Ill de PE" se refiere a los residuos 395-613 de PE nativa (la secuencia nativa es la SEQ ID
NO: 1). Aunque los limites estructurales del dominio Ill se han establecido en los residuos 405-613, los analisis
funcionales han demostrado que el dominio Il requiere un segmento del dominio Ib para retener la actividad ribosilacion
de ADP (Hwang, J. et al., Cell, 48: 136 (1987), Siegall, CB et al., J. Biol Chem, 264: 14256-14261 (1989)). El dominio
funcional lll de PE se define por lo tanto por los residuos 395-613 de PE (Kihara, A. y Pastan, I., Bioconjug Chem, 5:
532-538 (1994)).

Se sabe que una variedad de agentes, tales como citoquinas, se unen a receptores especificos sobre superficies de
células y pueden usarse para direccionar toxinas a células que portan tales receptores. Por ejemplo, IL-13 se ha
utilizado como agente para dirigir toxinas incluyendo formas de PE a células que sobreexpresan el receptor de IL-13.
Los anticuerpos se unen a antigenos especificos y son otro tipo de agente utilizado para dirigir las toxinas a las células
objetivo deseadas.

El término "ligando" se utiliza aqui para referirse genéricamente a moléculas que se unen especificamente a un receptor
0 antigeno en una superficie celular. En formas preferidas, el término abarca tanto citoquinas como anticuerpos o
fragmentos de los mismos que retienen la capacidad de reconocimiento y unién para el antigeno. En la forma mas
preferida, el término se refiere a anticuerpos o fragmentos de los mismos que retienen la capacidad de reconocimiento y
union del antigeno.

El término "toxina dirigida" se refiere a una toxina que esta dirigida a las células deseadas mediante un ligando que se
une a receptores o antigenos especificos presentes en la superficie de dichas células. El término inmunotoxinas se
refiere a un subconjunto de toxinas dirigidas en las que la toxina se dirige a las células deseadas mediante un
anticuerpo o fragmento del mismo.

El factor de crecimiento transformante ¢, o "TGF+", es un factor de crecimiento bien conocido que en su forma madura es
una proteina de 50 aminoacidos de 5,5 kD. Véase, por ejemplo, Brown, "The epidermal growth factor/transforming
growth factor-+ family and their receptors". Eur J Gastroenterol Hepatol 7: 914-922 (1995); Soler C., y Carpenter G.,
Thomson AW., ed. "The epidermal growth factor (EGF) family". The Cytokine Handbook, 3ra ed., San Diego, CA,
(paginas 194-197 (1998). EI TGF* humano recombinante esta comercialmente disponible, por ejemplo, a través de
Sigma-Aldrich (numero de catalogo T7924, Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO).

Por conveniencia de referencia, tal como se usa en la presente memoria, el término "anticuerpo” incluye anticuerpos
enteros (que también pueden denominarse "intactos"), fragmentos de anticuerpo que retienen la capacidad de
reconocimiento y unién al antigeno, ya sea producidos por la modificacion de anticuerpos enteros o sintetizados de
nuevo usando métodos de ADN recombinante, anticuerpos monoclonales, anticuerpos policlonales, e imitaciones de
anticuerpos, a menos que sea requerido por el contexto. El anticuerpo puede ser una IgM, 1gG (por ejemplo, IgG1, IgG2,
IgG3 0 1gG4), IgD, IgA o IgE.

El término "fragmentos de anticuerpo” significa moléculas que comprenden una porcion de un anticuerpo intacto,
generalmente la region variable o de unién al antigeno del anticuerpo intacto. Ejemplos de fragmentos de anticuerpo
incluyen fragmentos Fab, Fab’, F(ab'), y Fv; anticuerpos estabilizados con hélice (véase, por ejemplo, Arndt et al., J Mol
Biol, 312: 221-228 (2001), diacuerpos (véase mas adelante), moléculas de anticuerpo de cadena sencilla ("scFv",
véase, por ejemplo, la patente de Estados Unidos No. 5,888,773), anticuerpos estabilizados con disulfuro ("dsFv",
véase, por ejemplo, las patentes de Estados Unidos Nos. 5.747.654 y 6.558.672), y anticuerpos del dominio ("dAb",
véase, por ejemplo, Holt et al., Trends Biotech, 484-490 (2003), Ghahroudi et al., FEBS Lett., 414: 521-526 (1997),
Lauwereys et al., EMBO J, 17: 3512-3520 (1998), Reiter et al., J. Mol Biol., 290: 685-698 (1999), y Davies y Riechmann,
Biotechnology, 13: 475-479 (2001)).

El término "diacuerpos" se refiere a pequefios fragmentos de anticuerpo con dos sitios de union al antigeno, cuyos
fragmentos comprenden un dominio pesado variable ("V4" o "VH") conectado a un dominio ligero variable ("V." o "VL")
en la misma cadena polipeptidica (Vu-VL). Mediante el uso de un enlazador que es demasiado 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 unién al antigeno. Los diacuerpos y su produccion se
divulgan mas completamente, por ejemplo, en los documentos EP 404.097; WO 93/11161; y Hollinger et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 90: 6444-6444 (1993).

Las referencias a "Vy" 0 "VH" se refieren a la region variable de una cadena pesada de inmunoglobulina, incluyendo un
Fv, scFv, dsFv o Fab. Las referencias a "V." o "VL" se refieren a la regiéon variable de una cadena ligera de
inmunoglobulina, incluyendo un Fv, scFv, dsFv o Fab.

La frase "Fv de cadena sencilla" o "scFv" se refiere a un anticuerpo en el que los dominios variables de la cadena
pesada y de la cadena ligera de un anticuerpo tradicional de dos cadenas se han unido para formar una cadena.
Tipicamente, se inserta un péptido enlazador entre las dos cadenas para permitir el plegado apropiado y la creacién de
un sitio de unién activo.
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El término "péptido enlazador" incluye referencia a un péptido dentro de un fragmento de unién a anticuerpo (por
ejemplo, fragmento Fv) que sirve para unir indirectamente el dominio variable de la cadena pesada al dominio variable
de la cadena ligera.

El término "anticuerpo parental" significa cualquier anticuerpo de interés que debe ser mutado o variado para obtener
anticuerpos o fragmentos de los mismos que se unan al mismo epitopo que el anticuerpo parental, pero con mayor
afinidad.

El término "sitio activo" significa una porcién de una secuencia de nucleétidos de una CDR o de una region marco de un
dominio variable que es un sitio de variacién natural particularmente alta. Aunque las CDR son consideradas ellas
mismas como regiones de hipervariabilidad, se ha aprendido que las mutaciones no estan uniformemente distribuidas a
través de las CDR. Sitios particulares, o sitios activos, han sido identificados como esos lugares que experimentan
mutaciones concentradas. Los sitios activos se caracterizan por una serie de caracteristicas estructurales y secuencias.
Estos "motivos de sitio activo" se pueden utilizar para identificar sitios activos. Dos motivos de secuencias de consenso
que estan especialmente bien caracterizados son la secuencia tetranucleotidica RGYW vy la secuencia de serina AGY,
dondeResAoG,YesCoTyWesAoT.

Una "fraccion de direccionamiento” es la porcién de un inmunoconjugado destinado a dirigir el inmunoconjugado a una
célula de interés. Tipicamente, la fraccidon de direccionamiento es un anticuerpo, o un fragmento de un anticuerpo que
retiene la capacidad de reconocimiento de antigeno, tal como una scFv, una dsFv, una Fab, o una F(ab'),.

Tipicamente, una inmunoglobulina tiene una cadena pesada y 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 region "marco" interrumpida por tres regiones hipervariables, también denominadas
"regiones determinantes de complementariedad" o "CDR". Se han definido la extension de la region marco y las CDR.
Las secuencias de las regiones marco de diferentes cadenas ligera o pesada se conservan relativamente dentro de una
especie. La region marco de un anticuerpo, es decir, las regiones marco combinadas de las cadenas ligera y pesada
constitutivas, sirve para posicionar y alinear las CDR en un espacio tridimensional.

Las CDR son principalmente responsables de la unién a un epitopo de un antigeno. Las CDR de cada cadena se
denominan tipicamente CDR1, CDR2 y CDR3, numeradas secuencialmente partiendo del extremo terminal N, y también
se identifican tipicamente por la cadena en la que esta localizada la CDR particular. Por lo tanto, una CDR3 de Vy esta
localizada en el dominio variable de la cadena pesada del anticuerpo en el que se encuentra, mientras que una CDR1
de V| es la CDR1 del dominio variable de la cadena ligera del anticuerpo en el que se encuentra.

La frase "enlace disulfuro" o "enlace disulfuro de 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 de
enlace media de un enlace disulfuro es aproximadamente de 60 kcal/mol en comparaciéon con 1-2 kcal/mol para un
enlace de hidrégeno.

La frase "Fv estabilizado por disulfuro” o "dsFv" se refiere a la region variable de una inmunoglobulina en la que hay un
enlace disulfuro entre la cadena ligera y la cadena pesada. En el contexto de esta invencion, las cisteinas que forman el
enlace disulfuro estan dentro de las regiones marco de las cadenas de anticuerpo y sirven para estabilizar la
conformacion del anticuerpo. Tipicamente, el anticuerpo es modificado genéticamente para introducir cisteinas en la
region marco en las posiciones donde la sustitucion no interferira con la unién del antigeno.

Un anticuerpo inmunolégicamente reactivo con un antigeno particular puede ser generado por métodos recombinantes
tales como la seleccion de bibliotecas de anticuerpos recombinantes en fagos o vectores similares, véase, por ejemplo,
Huse et al., Science, 246: 1275-1281 (1989); Ward, et al., Nature, 341: 544-546 (1989); y Vaughan et al., Nature
Biotech., 14: 309-314 (1996), o mediante la inmunizacién de un animal con el antigeno o con ADN que codifica el
antigeno.

Una "fraccion téxica" es la porcién de una inmunotoxina que hace que la inmunotoxina sea citotéxica para las células de
interés.

Una "fraccion terapéutica” es la porcion de un inmunoconjugado destinado a actuar como un agente terapéutico.

El término "agente terapéutico” incluye cualquier nimero de compuestos actualmente conocidos o desarrollados
posteriormente para actuar como antineoplasicos, antiinflamatorios, citoquinas, antiinfecciosos, activadores o
inhibidores enzimaticos, modificadores alostéricos, antibiéticos u otros agentes administrados para inducir un efecto
terapéutico deseado en un paciente. El agente terapéutico puede ser también una toxina o un radiois6topo, donde el
efecto terapéutico deseado es, por ejemplo, la muerte de una célula cancerosa.
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Un "marcador detectable" significa, con respecto a un inmunoconjugado, una porcidon del inmunoconjugado que tiene
una propiedad que hace que su presencia sea detectable. Por ejemplo, el inmunoconjugado puede marcarse con un
isétopo radiactivo que permite que las células en las que el inmunoconjugado esté presente sean detectadas en
ensayos inmunohistoquimicos.

El término "fraccién efectora” significa la porcion de un inmunoconjugado destinado a tener un efecto sobre una célula
dirigida por la fraccion de direccionamiento o para identificar la presencia del inmunoconjugado. De este modo, la
fraccion efectora puede ser, por ejemplo, una fraccion terapéutica, una toxina, un marcador radiactivo o un marcador
fluorescente.

El término "inmunoconjugado” incluye referencia a un enlace covalente de una molécula efectora con un anticuerpo. La
molécula efectora puede ser una toxina.

Los términos "cantidad eficaz" o "cantidad eficaz para" o "cantidad terapéuticamente eficaz" incluyen referencia a una
dosificacién de un agente terapéutico suficiente para producir un resultado deseado, tal como inhibir la sintesis de
proteinas celulares en al menos 50%, o la muerte de la célula.

El término "toxina" incluye referencia a abrina, ricina, endotoxina A de Pseudomonas (PE), toxina diftérica (DT), toxina
botulinica, o toxinas modificadas de las mismas. Por ejemplo, PE y DT son compuestos altamente téxicos que
tipicamente causan la muerte a través de la toxicidad hepatica. Sin embargo, tipicamente se modifican PE y DT para su
uso como una inmunotoxina eliminando el componente de direccionamiento nativo de la toxina (por ejemplo, el dominio
la de PE o la cadena B de DT) y reemplazandolo por una fraccion de direccionamiento diferente, tal como un
anticuerpo.

El término "poner en contacto” incluye referencia a la colocacion en asociacion fisica directa.

Un "plasmido de expresiéon" comprende una secuencia de nucledtidos que codifica una molécula de interés, que esta
operativamente unida a un promotor.

Tal como se usa en la presente memoria, "polipéptido”, "péptido" y "proteina" se usan indistintamente e incluyen
referencia a un polimero de residuos de aminoacidos. Los términos se aplican a los polimeros de aminoacidos en los
que uno o mas residuos de aminoacidos son un analogo quimico artificial de un aminoacido correspondiente de origen
natural, asi como a polimeros de aminoacidos naturales. Los términos también se aplican a polimeros que contienen
sustituciones conservadoras de aminoacidos de tal manera que la proteina permanece funcional.

El término "residuo” o "residuo de aminoacido" o "aminoacido" incluye la referencia a un aminoacido que se incorpora en
una proteina, polipéptido o péptido (colectivamente "péptido"). El aminoacido puede ser un aminoacido natural y, a
menos que se limite de otro modo, puede abarcar analogos conocidos de aminoacidos naturales que pueden funcionar
de una manera similar a los aminoacidos naturales.

Los aminoacidos y analogos a los que se hace referencia en la presente invencion se divulgan mediante designaciones
abreviadas como se indica en la Tabla A:

Tabla A: Nomenclatura de 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
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Glicina Gly G
Histidina His H
Homoserina Hse Ho
Isoleucina lle |
Leucina Leu L
Lisina Lys K
Metionina Met M

Sulféxido de metionina 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 "sustitucidon conservadora", cuando se describe una proteina se refiere a un cambio en la composiciéon de
aminoacidos de la proteina que no altera sustancialmente la actividad de la proteina. Por lo tanto, las "variaciones
modificadas conservadoramente" de una secuencia de aminoacidos particular se refiere a sustituciones de aminoacidos
de aquellos aminoacidos que no son criticos para la actividad de la proteina o sustitucion de aminoacidos con otros
aminoacidos que tienen propiedades similares (por ejemplo, acidez, basicidad, cargados en forma negativa o positiva,
polares o no polares, etc.) de manera que las sustituciones de aminoacidos incluso criticos no alteren sustancialmente
la actividad. Las tablas de sustitucion conservadoras que proporcionan aminoacidos funcionalmente similares son bien
conocidas en la técnica. Los siguientes seis grupos de la Tabla B contienen cada uno aminoacidos que son
sustituciones conservadoras entre si:

Tabla B
1) 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 (I), Leucina (L), Metionina (M), Valina (V); y
6) Fenilalanina (F), Tirosina (Y), Triptéfano (W).

Véase también Creighton, Proteins: Structures and Molecular Properties, W.H. Freeman and Company, Nueva York (22
edicién, 1992).
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Los términos "sustancialmente similar" en el contexto de un péptido indica que un péptido comprende una secuencia
con al menos 90%, preferiblemente al menos 95% de identidad de secuencia con la secuencia de referencia sobre una
ventana de comparacion de 10-20 aminoacidos. El porcentaje de identidad de secuencia se determina comparando dos
secuencias Optimamente alineadas sobre una ventana de comparaciéon, en donde la porcién de la secuencia
polinucleotidica en la ventana de comparacion puede comprender adiciones o supresiones (es decir, huecos) en
comparacion con la secuencia de referencia (que no comprende adiciones o supresiones) para la alineaciéon éptima de
las dos secuencias. El porcentaje se calcula determinando el nimero de posiciones en las que esta presente la misma
base de acido nucleico o residuo de aminoacido en ambas secuencias para producir el nUmero de posiciones
emparejadas, dividiendo el nimero de posiciones emparejadas por el nimero total de posiciones en la ventana de
comparacion y multiplicando el resultado por 100 para obtener el porcentaje de identidad de secuencia.

Los términos "unién”, "conjugacion”, "conexion”, "union con" o "enlace" se refieren a la elaboracion de dos polipéptidos
en una molécula polipeptidica contigua. En el contexto de la presente invencion, los términos incluyen referencia a la
unién de una fraccién de anticuerpo a una PE de la invencion. El enlace puede ser por medios quimicos o
recombinantes. Medio quimico se refiere a una reaccion entre la fraccion de anticuerpo y la molécula de PE de tal
manera que existe una unién covalente formada entre las dos moléculas para formar una molécula.

Tal como se usa en la presente memoria, "recombinante" incluye referencia a una proteina producida usando células
que no tienen, en su estado nativo, una copia enddégena del ADN capaz de expresar la proteina. Las células producen la
proteina recombinante porque han sido alteradas genéticamente por la introducciéon de la secuencia de acido nucleico
aislada apropiada. El término también incluye referencia a una célula, o acido nucleico, o vector, que ha sido modificado
por la introduccion de un acido nucleico heterélogo o la alteracion de un acido nucleico nativo a una forma no nativa de
esa célula, o que la célula se deriva de una célula asi modificada. Asi, por ejemplo, las células recombinantes expresan
genes que no se encuentran dentro de la forma nativa (no recombinante) de la célula, expresan mutantes de genes que
se encuentran dentro de la forma nativa o expresan genes nativos que de otro modo se expresan anormalmente, se
subexpresan o no se expresan en absoluto.

Tal como se usa en la presente memoria, "acido nucleico" o "secuencia de acido nucleico" incluye referencia a un
polimero de desoxirribonucleétidos o ribonucledtidos en forma de cadena sencilla o doble, y a menos que se limite de
otro modo, abarca analogos conocidos de nucleétidos naturales que se hibridan con nucleétidos acidos de una manera
similar a los nucleétidos naturales. A menos que se indique otra cosa, una secuencia de acido nucleico particular incluye
su secuencia complementaria, asi como variantes conservadoras, es decir, acidos nucleicos presentes en posiciones
oscilantes de codones y variantes que, cuando se traducen en una proteina, dan como resultado una sustitucion
conservadora de un aminodcido.

Tal como se utiliza en la presente memoria, la "codificacion" con respecto a un acido nucleico especificado, incluye
referencia a acidos nucleicos que comprenden la informacién para traduccidon en la proteina especificada. La
informacion se especifica mediante el uso de codones. Tipicamente, la secuencia de aminoacidos esta codificada por el
acido nucleico usando el codigo genético "universal”. Sin embargo, pueden usarse las variantes del codigo universal, tal
como esta presente en algunas mitocondrias vegetales, animales y fungicas, la bacteria Mycoplasma capricolum (Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 82: 2306-2309 (1985)), o el macronucleo ciliado, cuando el acido nucleico se expresa en el uso de
la maquinaria de traduccién de estos organismos.

La frase "fusionar en marco" se refiere a unir dos o0 mas secuencias de acido nucleico que codifican polipéptidos de
manera que la secuencia de acido nucleico unida se traduce en una proteina de cadena sencilla que comprende las
cadenas polipeptidicas originales.

Tal como se usa en la presente memoria, "expresado” incluye referencia a la traduccion de un acido nucleico en una
proteina. Las proteinas pueden expresarse y permanecer intracelulares, convertirse en un componente de la membrana
de la superficie celular o ser secretadas en la matriz o medio extracelular.

Por "célula huésped" se entiende una célula que puede soportar la replicacion o expresion del vector de expresion. Las
células huésped pueden ser células procariotas tales como E. coli o células eucariotas tales como células de levadura,
insecto, anfibio o mamifero.

La frase "biblioteca de presentacién en fagos" se refiere a una poblacién de bacteridfagos, cada uno de los cuales
contiene un ADNc foraneo fusionado de forma recombinante en marco a una proteina de superficie. El fago presenta la
proteina foranea codificada por el ADNc en su superficie. Después de la replicaciéon en un huésped bacteriano,
tipicamente E. coli, el fago que contienen el ADNc foraneo de interés se selecciona mediante la expresion de la proteina
foranea en la superficie del fago.

Los términos "idéntico" o porcentaje de "identidad" en el contexto de dos o mas acidos nucleicos o secuencias
polipeptidicas se refieren a dos o mas secuencias o subsecuencias que son iguales o que tienen un porcentaje
especificado de residuos de aminoacidos o nucleétidos que son los mismos, cuando se comparan y se alinean para la
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maxima correspondencia, medida usando uno de los siguientes algoritmos de comparacion de secuencias o por
inspeccion visual.

La frase "sustancialmente idéntico”, en el contexto de dos acidos nucleicos o polipéptidos, se refiere a dos o mas
secuencias o subsecuencias que tienen al menos 60%, mas preferiblemente 65%, ain mas preferiblemente 70%, aun
mas preferiblemente 75%, incluso mas preferiblemente 80%, y lo mas preferiblemente 90-95% de identidad de residuos
de nucledtidos o aminoacidos, cuando se comparan y se alinean para correspondencia maxima, segun se mide usando
uno de los siguientes algoritmos de comparacion de secuencias o mediante inspeccion visual. Preferiblemente, existe
identidad sustancial sobre una regién de las secuencias que es al menos aproximadamente de 50 residuos de longitud,
mas preferiblemente sobre una region de al menos aproximadamente 100 residuos, y lo mas preferiblemente las
secuencias son sustancialmente idénticas sobre al menos aproximadamente 150 residuos. En una realizacion mas
preferida, las secuencias son sustancialmente idénticas en toda la longitud de las regiones de codificacion.

Para la comparacién de secuencias, tipicamente una secuencia actlia como una secuencia de referencia, con la cual se
comparan las secuencias de prueba. Cuando se utiliza un algoritmo de comparacién de secuencias, las secuencias de
prueba y de referencia se introducen en un ordenador, se designan coordenadas de subsecuencia, si es necesario, y se
designan parametros del programa de algoritmo de secuencias. El algoritmo de comparacion de secuencias calcula
entonces el porcentaje de identidad de secuencias para la secuencia o secuencias de ensayo con respecto a la
secuencia de referencia, con base en los parametros de programa designados.

La alineacion 6ptima de secuencias para comparacion puede llevarse a cabo, por ejemplo, mediante el algoritmo de
homologia local de Smith & Waterman, Adv. Appl. Math., 2: 482 (1981), mediante el algoritmo de alineacion de
homologia de Needleman y Wunsch, J Mol. Biol., 48: 443 (1970), mediante la busqueda del método de similitud de
Pearson y Lipman, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 85: 2444 (1988), mediante implementaciones informaticas de estos
algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA y TFASTA en el Wisconsin Genetics Software Package, Genetics Computer Group,
575 Science Dr., Madison, WI) o mediante inspeccion visual (véase en general, Current Protocols in Molecular Biology,
FM Ausubel et al., eds., Current Protocols, una empresa conjunta entre Greene Publishing Associates, Inc. y John Wiley
& Sons, Inc. (1995 Suplemento) (Ausubel)).

Los ejemplos de algoritmos que son adecuados para determinar el porcentaje de identidad de secuencia y similitud de
secuencia son los algoritmos BLAST y BLAST 2.0, que se describen en Altschul et al., J. Mol. Biol., 215: 403-410 (1990)
y Altschul et al. Nucleic Acids Res., 25: 3389-3402 (1977), respectivamente. El software para realizar analisis BLAST
esta disponible en forma publica a través del Centro Nacional de Informacién de Biotecnologia (disponible en Internet
ingresando a "http: //www.ncbi." seguido de "nlm.nih.gov/"). Este algoritmo implica identificar primero pares de
secuencias de alta puntuacion (HSP) mediante la identificacién de palabras cortas de longitud W en la secuencia de
consulta, que coinciden o satisfacen algun puntaje de umbral T de valor positivo cuando estan alineadas con una
palabra de la misma longitud en una secuencia de base de datos. T se conoce como el umbral de puntuacion de la
palabra vecina (Altschul et al, citado mas arriba). Estos aciertos iniciales de la palabra vecina actian como semillas para
comenzar las busquedas para encontrar HSP mas largas que las contienen. Los aciertos de palabra se extienden
entonces en ambas direcciones a lo largo de cada secuencia, en la medida en que la puntuaciéon de alineacion
acumulativa puede ser aumentada. Los puntajes acumulativos se calculan usando, para secuencias de nucleétidos, los
parametros M (puntuacion de recompensa para un par de residuos coincidentes, siempre > 0) y N (puntuacion de
penalizacion para los residuos que no coinciden, siempre < 0). Para las secuencias de aminoacidos, se utiliza una
matriz de puntuacion para calcular la puntuacién acumulada. La extension de los aciertos de palabra en cada direccion
se detiene cuando: la puntuacién de alineacién acumulada disminuye en la cantidad X de su valor maximo alcanzado; la
puntuacion acumulada va hasta cero o por debajo, debido a la acumulacién de una o mas alineaciones de residuos de
puntuacion negativa; o se alcanza el final de cada secuencia. Los parametros W, T y X del algoritmo BLAST determinan
la sensibilidad y la velocidad de la alineacion. El programa BLASTN (para secuencias de nucleétidos) utiliza como por
defecto una longitud de palabra (W) de 11, una expectativa (E) de 10, M = 5, N = -4, y una comparacion de ambas
cadenas. Para las secuencias de aminoacidos, el programa BLASTP utiliza por defecto una longitud de palabra (W) de
3, una expectativa (E) de 10 y la matriz de puntuacion BLOSUM62 (véase Henikoff y Henikoff, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA: 10915 (1989)).

Ademas del calculo del porcentaje de identidad de secuencia, el algoritmo BLAST realiza también un analisis estadistico
de la similitud entre dos secuencias (véase, por ejemplo, Karlin y Altschul, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90: 5873-5787
(1993)). Una medida de similitud proporcionada por el algoritmo BLAST es la probabilidad de suma mas pequena (P
(N)), que proporciona una indicacién de la probabilidad de que una coincidencia entre dos secuencias de nucleotidos o
de aminoacidos se produciria por casualidad. Por ejemplo, un acido nucleico se considera similar a una secuencia de
referencia si la probabilidad de suma mas pequefia en una comparacion del acido nucleico de prueba con el acido
nucleico de referencia es menor que aproximadamente 0,1, mas preferiblemente menor que aproximadamente 0,01y lo
mas preferible menor que aproximadamente 0,001.

Otra indicacion de que dos secuencias de acido nucleico o polipéptidos son sustancialmente idénticas es que el

polipéptido codificado por el primer acido nucleico reacciona de forma inmunolégicamente cruzada con el polipéptido
codificado por el segundo acido nucleico, como se describe a continuacion. Por lo tanto, un polipéptido es tipicamente
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sustancialmente idéntico a un segundo polipéptido, por ejemplo, cuando los dos péptidos difieren solamente por
sustituciones conservadoras. Otra indicacion de que dos secuencias de acido nucleico son sustancialmente idénticas es
que las dos moléculas hibridan entre si en condiciones rigurosas, como se divulga a continuacion.

El término "in vivo" incluye referencia al interior del cuerpo del organismo del que se obtuvo la célula. "Ex vivo" e "in
vitro" significan fuera del cuerpo del organismo del que se obtuvo la célula.

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

Tal como se usa en la presente memoria, las "células de mamifero" incluyen referencia a células derivadas de
mamiferos incluyendo humanos, ratas, ratones, cobayas, chimpancés o macacos. Las células pueden ser cultivadas in
Vvivo o in vitro.

El término "selectivamente reactivo" se refiere, con respecto a un antigeno, a la asociacién preferencial de un
anticuerpo, en su totalidad o en parte, con una célula o tejido que porta ese antigeno y no a células o tejidos que
carecen de ese antigeno. Se reconoce, por supuesto, que puede producirse un cierto grado de interaccion no especifica
entre una molécula y una célula o tejido no objetivo. Sin embargo, la reactividad selectiva puede distinguirse como
mediada por el reconocimiento especifico del antigeno. Aunque los anticuerpos selectivamente reactivos se unen al
antigeno, pueden hacerlo con baja afinidad. Por otra parte, la unidén especifica resulta en una asociaciéon mucho mas
fuerte entre el anticuerpo y las células que portan el antigeno que entre el anticuerpo unido y las células que carecen del
antigeno. La unidn especifica tipicamente da lugar a un aumento superior a dos veces, preferiblemente superior a cinco
veces, mas preferiblemente superior a diez veces y lo mas preferible superior a cien veces, de la cantidad de anticuerpo
unido (por unidad de tiempo) a una células o tejido que porta un antigeno objetivo en comparacion con una célula o
tejido que carece del antigeno objetivo. La unidn especifica a una proteina en tales condiciones requiere un anticuerpo
que se selecciona 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 ELISA de fase solida se usan rutinariamente para seleccionar anticuerpos monoclonales
especificamente inmunorreactivos con una proteina. Véase Harlow & Lane, ANTIBODIES, A LABORATORY MANUAL,
Cold Spring Harbor Publications, Nueva York (1988), para una descripcion de los formatos de inmunoensayo y de las
condiciones que se pueden usar para determinar la inmunorreactividad especifica.

El término "condiciones inmunolégicamente reactivas" incluye la referencia a condiciones que permiten que un
anticuerpo generado para un epitopo particular se una a ese epitopo hasta un grado mayor en forma detectable que, y/o
a la exclusion sustancial de, la union a sustancialmente todos los otros epitopos. Las condiciones inmunolégicamente
reactivas dependen del formato de la reaccion de union al anticuerpo y tipicamente son aquellas utilizadas en protocolos
de inmunoensayo o aquellas condiciones encontradas in vivo. Véase Harlow & Lane, citado mas arriba, para una
descripcion de los formatos y condiciones de inmunoensayo. Preferentemente, las condiciones inmunolégicamente
reactivas empleadas en los métodos de la presente invencion son "condiciones fisioldgicas" que incluyen referencia a
condiciones (por ejemplo, temperatura, osmolaridad, pH) que son tipicas dentro de un mamifero vivo o una célula de
mamifero. Aunque se reconoce que algunos organos estan sometidos a condiciones extremas, el entorno dentro del
organismo e intracelular se sitia normalmente alrededor de pH 7 (es decir, de pH 6,0 a pH 8,0, mas tipicamente de pH
6,5 a 7,5), contiene agua como disolvente predominante, y existe a una temperatura por encima de 0°C y por debajo de
50°C. La osmolaridad esta dentro del intervalo que es favorable a la viabilidad celular y proliferacion.

Exotoxina A de Pseudomonas

La exotoxina A de Pseudomonas ("PE") es una proteina monomeérica extremadamente activa (peso molecular 66 kD),
secretada por Pseudomonas aeruginosa, que inhibe la sintesis de proteinas en células eucariotas. La secuencia de PE
nativa (SEQ ID NO: 1) es bien conocida y se expone, por ejemplo, en la SEQ ID NO: 1 de la patente de Estados Unidos
No. 5.602.095. EI método de accidn es la inactivacion de la ribosilacion de ADP del factor de elongacion 2 (EF-2).

La PE se ha estudiado durante mas de 20 afios para su uso como agente terapéutico. La exotoxina contiene tres
dominios estructurales que actian en conjunto para causar citotoxicidad. El dominio la (aminoacidos 1-252) media la
union celular. El dominio 1l (aminoacidos 253-364) es responsable de la translocacion en el citosol y el dominio I
(aminoacidos 400-613) media la ribosilacion de ADP del factor de elongacion 2. La funcién del dominio Ib (aminoacidos
365-399) permanece indefinida, aunque se ha sabido que una gran parte de él, los aminoacidos 365-380, se pueden
eliminar sin pérdida de citotoxicidad. Véase Siegall et al., J Biol Chem, 264: 14256-14261 (1989).

Los términos "exotoxina de Pseudomonas" y "PE", tal como se usan aqui, se refieren tipicamente a una PE que ha sido
modificada a partir de la proteina nativa para reducir la union y absorcion a través de LRP1/CD91 (el receptor de
superficie celular unido a la toxina de longitud completa), para eliminar problemas de plegado, o para reducir la toxicidad
no especifica. Numerosas de tales modificaciones son conocidas en la técnica e incluyen, pero no se limitan a,
eliminacion del dominio la, varias supresiones de aminoacidos en los dominios Ib, Il y I, sustituciones de aminoacidos
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individuales y la adicion de una o mas secuencias en el extremo terminal carboxilo tal como KDEL (SEQ ID NO: 2) y
REDL (SEQ ID NO: 3). Véase Siegall et al., citado mas arriba. Los fragmentos citotoxicos de PE incluyen aquellos que
son citotdxicos con o sin posterior procesamiento proteolitico o de otro tipo en la célula objetivo (por ejemplo, como una
proteina o preproteina).

Ciertos fragmentos citotoxicos de PE son conocidos en la técnica y a menudo se referencian por el peso molecular del
fragmento, que designa para la persona experta en la técnica la composiciéon particular del fragmento de PE. Por
ejemplo, la PE40 fue uno de los primeros fragmentos que se estudid y utilizd como la porcién toxica de las
inmunotoxinas. El término designa una forma truncada de PE en la que el dominio I, el dominio responsable de la union
no especifica. Véase, por ejemplo, Pai et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 88: 3358-3362 (1991); y Kondo et al., J. Biol.
Chem., 263: 9470-9475 (1988). Sin embargo, la eliminacién de la unién no especifica también puede lograrse mediante
la mutacién de ciertos residuos del dominio la. La patente de Estados Unidos No. 5.512.658, por ejemplo, divulga que
una PE mutada en la que esta presente el dominio la, pero en el que los residuos basicos del dominio la en las
posiciones 57, 246, 247 y 249 se sustituyen por residuos acidos (acido glutamico, o "E")) presenta una citotoxicidad no
especifica muy reducida. Esta forma mutante de PE se conoce a veces como "PE4E".

El término "PE38" se refiere a un fragmento citotéxico de PE compuesto de los aminoacidos 253-364 y 381-613 de PE y
que tiene un peso molecular de aproximadamente 38 kD. Contiene los dominios de translocacion y ribosilacion de ADP
de PE, pero no la porcién de union a la célula (Hwang J. et al., Cell, 48: 129-136 (1987)). PE38 es una proproteina que
se activa a su forma citotoxica tras el procesamiento dentro de una célula (véase, por ejemplo, la patente de Estados
Unidos No. 5.608.039, y Pastan et al., Biochim, Biophys Acta, 1333: C1-C6 (1997)). La secuencia de PE38 es bien
conocida en la técnica, pero también puede ser determinada faciimente por el profesional restando los residuos
indicados de la secuencia conocida de PE. Las personas expertas en la materia seran conscientes de que, debido a la
degeneracion del codigo genético, la secuencia de aminoacidos de PE38, de sus variantes, tales como PE38KDEL o
PE38QQR, y de los otros derivados de PE discutidos en la presente memoria pueden codificarse mediante una gran
variedad de secuencias de acido nucleico, cualquiera de las cuales puede expresarse para dar como resultado el
polipéptido deseado.

"PE35" es un fragmento del terminal carboxilo de 35 kD de PE en el que se han suprimido los residuos de aminoacidos
1-279 y la molécula comienza con una metionina en la posicion 280, seguido de los aminoacidos 281-364 y 381-613 de
PE nativa. PE35 y PE40 se divulgan en las patentes de Estados Unidos Nos. 5.602.095 y 4.892.827.

Los estudios también determinaron que las mutaciones de los residuos terminales de PE, REDLK (SEQ ID NO: 5,
residuos 609-613) podrian variarse de formas que aumentarian la citotoxicidad del mutante resultante. Por ejemplo, las
inmunotoxinas producidas con PE mutadas que terminan en las secuencias KDEL (SEQ ID NO: 2), REEL (SEQ ID NO:
32) o RDEL (SEQ ID NO: 3) eran mucho mas citotoxicas para las células objetivo que las inmunotoxinas con PE38 que
portan la secuencia terminal nativa. Véase, Kreitman y Pastan, Biochem J, 307 (Pt 1): 29-37 (1995). También se pueden
usar repeticiones de estas secuencias. Véase, por ejemplo, las patentes de Estados Unidos Nos. 5.854.044; 5.821.238;
y 5.602.095 y la publicacion internacional WO 99/51643. Mientras que las PE que terminan en KDEL (SEQ ID NO: 2)
son Utiles para los propositos in vitro, demostraron tener toxicidad no especifica en animales y son menos preferidas
para uso in vivo.

En una realizacién preferida, el fragmento citotoxico de PE retiene al menos aproximadamente 10%, preferiblemente al
menos aproximadamente 40%, mas preferiblemente aproximadamente 50%, aiun mas preferiblemente 75%, mas
preferiblemente al menos aproximadamente 90%, y aun mas preferiblemente 95% de la citotoxicidad de PE38. En
realizaciones particularmente preferidas, el fragmento citotoxico tiene al menos la citotoxicidad de PE38, y
preferiblemente tiene mas.

A. Variantes de PE modificadas de forma conservadora

Se entiende que la secuencia de PE nativa y las variantes discutidas anteriormente pueden tener sustituciones
conservadoras y retener capacidad citotoxica y, deseablemente, una antigenicidad reducida en comparacién con la
secuencia nativa de PE. En realizaciones preferidas, las variantes modificadas de PE o fragmentos citotdxicos de las
mismas tienen al menos 80% de similitud de secuencia, preferiblemente al menos 85% de similitud de secuencia, mas
preferiblemente al menos 90% de similitud de secuencia y mas preferiblemente al menos 95% de similitud de secuencia
al nivel de aminoacidos, con la PE de interés, tal como PE38.

El término "variantes modificadas conservativamente" se aplica tanto a las secuencias de aminoacidos como de acido
nucleico. Con respecto a secuencias de acidos nucleicos particulares, las variantes conservativamente modificadas se
refieren a aquellas secuencias de acido nucleico que codifican secuencias de aminoacidos idénticas o esencialmente
idénticas, o si el acido nucleico no codifica una secuencia de aminoacidos, a secuencias de acido nucleico
esencialmente idénticas. Debido a la degeneracion del cédigo genético, un gran numero de acidos nucleicos
funcionalmente idénticos codifican cualquier polipéptido dado. Por ejemplo, los codones GCA, GCC, GCG y GCU
codifican todos al aminoacido alanina. Por lo tanto, en cada posicién en la que una alanina esta especificada por un
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codon, el codén puede ser alterado a cualquiera de los codones correspondientes descritos sin alterar el polipéptido
codificado. Dichas variaciones de acido nucleico son "variaciones silenciosas", que son una especie de variaciones
conservadoramente modificadas. Cada secuencia de acido nucleico de la presente memoria que codifica un polipéptido
también describe cada posible variacion silenciosa del acido nucleico. Un experto reconocera que cada codén en un
acido nucleico (excepto AUG y TGG, que habitualmente son los Unicos codones para metionina y triptéfano,
respectivamente) puede ser modificado 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, supresiones o adiciones
individuales a una secuencia de acido nucleico, péptido, polipéptido o proteina que altera, afiade o suprime un solo
aminoacido o un pequefio porcentaje de aminoacidos en la secuencia codificada es una "variante modificada
conservadoramente" donde la alteracion da como resultado la sustitucion de un aminoacido por un aminoacido
quimicamente similar.

B. Ensayo de citotoxicidad o antigenicidad de PE

Las exotoxinas de Pseudomonas empleadas en la invencion pueden ensayarse para el nivel deseado de citotoxicidad
mediante ensayos bien conocidos por los expertos en la técnica. Por lo tanto, los fragmentos citotéxicos de PE y las
variantes conservativamente modificadas de tales fragmentos pueden ser facilmente analizados para determinar la
citotoxicidad. Un gran ndmero de moléculas candidatas PE pueden ensayarse simultdneamente para determinar la
citotoxicidad por métodos bien conocidos en la técnica. Por ejemplo, los subgrupos de las moléculas candidatas se
pueden ensayar en cuanto a citotoxicidad. Los subgrupos que reaccionan positivamente de las moléculas candidatas
pueden subdividirse continuamente y volver a ensayarse hasta que se identifique el fragmento o fragmentos citotoxicos
deseados. Tales métodos permiten la deteccion rapida de gran numero de fragmentos citotéxicos o variantes
conservadoras de PE. La antigenicidad se puede ensayar, por ejemplo, mediante los métodos descritos en los
Ejemplos.

C. Conjugacioén con una molécula de direccionamiento

En las realizaciones no recombinantes de la invencién, una molécula de direccionamiento, tal como un anticuerpo, esta
unida a una molécula de PE de la presente invenciéon usando cualquier cantidad de medios conocidos por los expertos
en la técnica. Pueden usarse tanto medios de unidon covalentes como no covalentes con moléculas de PE de la
presente invencioén. El procedimiento para unir una molécula de PE a un anticuerpo u otra molécula de direccionamiento
("TM") variara de acuerdo con la estructura quimica de la TM. Los polipéptidos contienen tipicamente una diversidad de
grupos funcionales; por ejemplo, acido carboxilico (COOH), grupos amina libre (-NH;) o sulfhidrilo (-SH), que estan
disponibles para la reacciéon con un grupo funcional adecuado sobre un anticuerpo, por ejemplo, para dar lugar a la
union de la molécula de PE.

Alternativamente, se forma un derivado del anticuerpo u otra TM para exponer o para fijar grupos funcionales reactivos
adicionales. La formacién de derivados puede implicar la uniéon de cualquiera de una serie de moléculas enlazadoras,
tales como las disponibles de Pierce Chemical Company, Rockford, lllinois.

Produccién de inmunoconjugados

Los inmunoconjugados de la invencion incluyen, pero no se limitan a, moléculas en las que existe un enlace covalente
de una molécula de PE con un anticuerpo u otro agente de direccionamiento. La eleccion de un agente de
direccionamiento en particular depende de la célula particular a la cual es dirigida. Con las moléculas de PE
proporcionadas en este documento, un experto puede construir facilmente una variedad de clones que contienen acidos
nucleicos funcionalmente equivalentes, tales como acidos nucleicos que difieren en secuencia pero que codifican la
misma secuencia de PE y anticuerpo. Por lo tanto, la presente invencion proporciona acidos nucleicos que codifican
anticuerpos y conjugados de PE y proteinas de fusion de los mismos.

A. Métodos recombinantes

Las secuencias de acido nucleico de la presente invencion pueden prepararse mediante cualquier método adecuado
que incluya, por ejemplo, la clonacion de secuencias apropiadas o mediante sintesis quimica directa por métodos tales
como el método de fosfotriéster de Narang et al., Meth. Enzymol., 68: 90-99 (1979); el método de fosfodiéster de Brown
et al., Meth. Enzymol., 68: 109-151 (1979); el método de dietilfosforamidita de Beaucage et al., Tetra. Lett., 22: 1859-
1862. (1981); el método de triéster de fosforamidita en fase sélida descrito por Beaucage & Caruthers, Tetra. Letts., 22
(20): 1859-1862 (1981), por ejemplo, usando un sintetizador automatizado como se describe, por ejemplo, en Needham-
VanDevanter et al., Nucl. Acids Res., 12: 6159-6186 (1984); y, el método de soporte sdlido de la patente de Estados
Unidos No. 4.458.066. La sintesis quimica produce un oligonucleétido monocatenario. Este puede convertirse en ADN
bicatenario por hibridacién con una secuencia complementaria, o por polimerizaciéon con una ADN polimerasa usando la
cadena uUnica como plantilla. Un experto reconocera que mientras que la sintesis quimica de ADN esta limitada a
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secuencias de aproximadamente 100 bases, se pueden obtener secuencias mas largas mediante la ligacion de
secuencias mas cortas.

En una realizacion preferida, las secuencias de acido nucleico de esta invencién se preparan mediante técnicas de
clonacion. Ejemplos de técnicas de clonacion y secuenciacion apropiadas, e instrucciones suficientes para dirigir a las
personas expertas a través de muchos ejercicios de clonacién se encuentran en Sambrook et al., MOLECULAR:
CLONING: A LABORATORY (22 ED.), Vols. 1-3, Cold Spring Harbor Laboratory (1989)), Berger y Kimmel (eds.), GUIDE
TO MOLECULAR CLONING TECHNIQUES, Academic Press, Inc., San Diego CA (1987)), o Ausubel et al. (eds.),
CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY, Greene Publishing and Wiley-Interscience, NY (1987). La
informacion de los productos de los fabricantes de reactivos bioldgicos y equipo experimental también proporciona
informacion util. Estos fabricantes incluyen a 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. (Gaithersburg, MD), Fluka Chemica-Biochemika Analytika (Fluka Chemie AG, Buchs, Suiza), Invitrogen, San Diego,
CA y Applied Biosystems (Foster City, CA), asi como muchas otras fuentes comerciales conocidas por un experto.

Los acidos nucleicos que codifican PE nativa también pueden modificarse para formar los inmunoconjugados de la
presente invencion. La modificacion por mutagénesis dirigida a un sitio es bien conocida en la técnica. Los acidos
nucleicos que codifican PE pueden amplificarse por medio de métodos in vitro. Los métodos 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 de replicacion de secuencia autosostenido (3SR). Una amplia variedad de
métodos de clonacion, células huésped y metodologias de amplificacion in vitro son bien conocidas por las personas
expertas.

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 invencion. La insercion se
hace de manera que el agente de direccionamiento (para facilitar la discusion, la discusién aqui asumira que el agente
direccionamiento es un Fv, aunque podrian sustituirse otros agentes de direccionamiento con igual efecto) y la PE se
leen en el marco, es decir en un polipéptido continuo que contiene una regién de Fv funcional y una region de PE
funcional. En una realizacion particularmente preferida, el ADNc que codifica una PE de la invencion se liga a un scFv
de manera que la toxina se encuentra en el extremo terminal carboxilo del scFv. En otras realizaciones preferidas, el
ADNCc que codifica una PE de la invencion se liga a un scFv de manera que la toxina se localiza en el extremo terminal
amino del scFv.

Una vez que los acidos nucleicos que codifican una PE, un anticuerpo o un inmunoconjugado de la presente invencion
se aislan y se clonan, se puede expresar la proteina deseada en una célula modificada en forma recombinante tal como
células de bacterias, plantas, levaduras, insectos y de mamifero. Se espera que los expertos en la técnica estén bien
informados en los numerosos sistemas de expresion disponibles para la expresion de proteinas incluyendo E. coli, otros
huéspedes bacterianos, levadura y varias células eucariotas superiores tales como las lineas celulares COS, CHO,
HelLa y de mieloma. No se intentara describir en detalle los diversos métodos conocidos para la expresion de proteinas
en procariotas o eucariotas. En resumen, la expresion de acidos nucleicos naturales o sintéticos que codifican las
proteinas aisladas de la invencion se lograra tipicamente uniendo operativamente el ADN o ADNc a un promotor (que
sea constitutivo o inducible), seguido de la incorporacion en un casete de expresion. Los casetes pueden ser adecuados
para replicacion e integraciéon en procariotas o eucariotas. Los casetes de expresion tipicos contienen terminadores de
transcripcion y traduccion, secuencias de iniciacion y promotores Utiles para la regulacion de la expresion del ADN que
codifica la proteina. Para obtener una expresion de alto nivel de un gen clonado, es deseable construir casetes de
expresion que contengan, como minimo, un promotor fuerte para dirigir la transcripcion, un sitio de unién al ribosoma
para la iniciacién de la traduccion y un terminador de la transcripcion/traduccion. Para E. coli esto incluye un promotor
tal como los promotores T7, trp, lac, o lambda, un sitio de union al ribosoma y preferiblemente una sefial de terminacion
de la transcripcion. Para las células eucariotas, las secuencias de control pueden incluir un promotor y preferiblemente
un potenciador derivado de genes de inmunoglobulina, SV40, citomegalovirus, y una secuencia de poliadenilacion, y
pueden incluir secuencias donadoras y aceptoras de empalme. Los casetes de la invencidon se pueden transferir a la
célula huésped elegida por métodos bien conocidos tales como transformacion de 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 antibiéticos conferida por genes contenidos en los
casetes, tales como los genes amp, gpt, neo e hyg.

Un experto reconocera que se pueden hacer modificaciones a un acido nucleico que codifica un polipéptido de la
presente invencion (es decir, PE o un inmunoconjugado formado a partir de una PE de la invencion) sin disminuir su
actividad biolégica. Pueden hacerse algunas modificaciones para facilitar la clonacién, expresion o incorporacion de la
molécula de direccionamiento en una proteina de fusion. Tales modificaciones son bien conocidas por los expertos en la
técnica e incluyen, por ejemplo, codones de terminacion, una metionina afadida en el extremo terminal amino para
proporcionar un sitio de iniciaciéon, aminoacidos adicionales colocados en cualquiera de los extremos terminales para
crear sitios de restriccion convenientemente localizados o aminoacidos adicionales (tales como poli His) para ayudar en
las etapas de purificacion.
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Ademas de los métodos recombinantes, los inmunoconjugados y las PE de la presente invencién también pueden
construirse total o parcialmente usando sintesis estandar de péptidos. La sintesis en fase sélida de los polipéptidos de
la presente invencion de menos de aproximadamente 50 aminoacidos de longitud se puede lograr uniendo el
aminoacido del extremo terminal C de la secuencia a un soporte insoluble seguido de la adicion secuencial de los
aminoacidos restantes en la secuencia. Las técnicas para la sintesis en fase solida son descritas por Barany &
Merrifield, THE PEPTIDES: ANALYSIS, SYNTHESIS, BIOLOGY. VOL. 2: SPECIAL METHODS IN PEPTIDE
SYNTHESIS, PART A, paginas 3-284; Merrifield et al., J. Am. Chem. Soc., 85: 2149-2156 (1963), y Stewart et al.,
SOLID PHASE PEPTIDE SYNTHESIS, 2ND ED., Pierce Chem. Co., Rockford, Ill. (1984). Las proteinas de mayor
longitud pueden sintetizarse por condensacion de los extremos terminales amino y carboxilo de fragmentos mas cortos.
Los métodos para formar enlaces peptidicos mediante la activacion de un extremo terminal carboxilo (por ejemplo,
mediante el uso del reactivo de acoplamiento N,N'-diciclohexilcarbodiimida) son conocidos por los expertos.

B. Purificacion

Una vez expresados, los inmunoconjugados recombinantes y las PE de la presente invencion pueden purificarse de
acuerdo con procedimientos estandar de la técnica, incluyendo precipitacion con sulfato de amonio, columnas de
afinidad, cromatografia en columna y similares (véase, en general, R. Scopes, PROTEIN PURIFICATION, Springer-
Verlag, NY (1982)). Se prefieren composiciones sustancialmente puras de al menos aproximadamente 90 a 95% de
homogeneidad y los mas preferidos estan entre 98 y 99% o mas de homogeneidad para usos farmacéuticos. Una vez
purificados, parcialmente o hasta la homogeneidad segin se desee, si se usan terapéuticamente, los polipéptidos
deben estar sustancialmente libres de endotoxina.

Métodos para la expresion de anticuerpos de cadena sencilla y/o replegamiento hasta una forma activa apropiada,
incluyendo anticuerpos de cadena sencilla, de bacterias tales como E. coli han sido descritos y son bien conocidos y
son aplicables a los anticuerpos de esta invencidon. Véase, Buchner et al., Anal. Biochem., 205: 263-270 (1992);
Pluckthun, Biotechnology, 9: 545 (1991); Huse et al., Science, 246: 1275 (1989) y Ward et al., Nature, 341: 544 (1989).

A menudo, las proteinas heterdlogas funcionales de E. coli u otras bacterias se aislan de cuerpos de inclusion y
requieren solubilizacion usando desnaturalizantes fuertes, y posterior replegamiento. Durante la etapa de solubilizacion,
como es bien conocido en la técnica, debe estar presente un agente reductor para separar los enlaces disulfuro. Un
regulador de ejemplo con un agente reductor es: Tris 0,1 M pH 8, guanidina 6 M, EDTA 2 mM, DTE 0,3 M (ditioeritritol).
La nueva oxidacion de los enlaces disulfuro puede producirse en presencia de reactivos tiol de bajo peso molecular en
forma reducida y oxidada, como se describe en Saxena et al., Biochemistry, 9: 5015-5021 (1970), y especialmente
como se describe por Buchner et al., citado mas arriba.

La renaturalizacion se logra tipicamente por dilucion (por ejemplo, 100 veces) de la proteina desnaturalizada y reducida
en regulador de replegamiento. Un regulador de ejemplo es Tris 0,1 M, pH 8,0, L-arginina 0,5 M, glutatiéon oxidado 8 mM
y EDTA 2 mM.

Como una modificacién al protocolo de purificacion de anticuerpos de dos cadenas, las regiones de cadena pesada y
ligera se solubilizan separadamente y se reducen y luego se combinan en la solucién de replegamiento. Se obtiene un
rendimiento preferido cuando estas dos proteinas se mezclan en una relacién molar tal que no se excede un exceso
molar de 5 veces de una proteina sobre la otra. Es deseable afiadir el exceso de glutation oxidado u otros compuestos
oxidantes de bajo peso molecular a la solucién de replegamiento una vez completada la mezcla redox.

Composiciones farmacéuticas y administracion

Las composiciones inmunoconjugadas de esta invencion (es decir, PE unidas a un anticuerpo sobre otro agente de
direccionamiento) son particularmente Utiles para administracion parenteral, tal como administracion intravenosa o
administracion en una cavidad corporal.

Las composiciones para administracion comprenderan comunmente una solucion del anticuerpo y/o inmunoconjugado
disuelto en un vehiculo farmacéuticamente aceptable, preferiblemente un vehiculo acuoso. Se puede usar una variedad
de vehiculos acuosos, por ejemplo, solucion salina regulada y similares. Estas soluciones son estériles y generalmente
libres de materia indeseable. Estas composiciones se pueden esterilizar mediante técnicas de esterilizacion
convencionales bien conocidas. Las composiciones pueden contener sustancias auxiliares farmacéuticamente
aceptables segun se requiera para aproximarse a condiciones fisiologicas tales como agentes de ajuste del pH y
agentes reguladores, agentes de ajuste de toxicidad y similares, por ejemplo, acetato de sodio, cloruro de sodio, cloruro
de potasio, cloruro de calcio, lactato sddico y similares. La concentracion de proteina de fusion en estas formulaciones
puede variar ampliamente, y se seleccionara principalmente con base en voliumenes de fluido, viscosidades, peso
corporal y similares de acuerdo con el modo particular de administracion seleccionado y las necesidades del paciente.

Por lo tanto, una composicién de inmunotoxina tipica de la presente invencién para administracién intravenosa seria de
aproximadamente 0,1 a 10 mg por paciente por dia. Se pueden usar dosis de 0,1 a aproximadamente 100 mg por
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paciente y por dia. Los métodos actuales para preparar composiciones administrables seran conocidos o evidentes para
los expertos en la técnica y se divulgan con mas detalle en publicaciones tales como REMINGTON'S
PHARMACEUTICAL SCIENCE, 192 ED., Mack Publishing Company, Easton, Pennsylvania (1995).

Las composiciones de la presente invencidon se pueden administrar para tratamientos terapéuticos. En aplicaciones
terapéuticas, las composiciones se administran a un paciente que sufre de una enfermedad, en una cantidad suficiente
para curar o al menos detener parcialmente la enfermedad y sus complicaciones. Una cantidad adecuada para lograr
esto se define como una "dosis terapéuticamente eficaz". Las cantidades efectivas para este uso dependeran de la
gravedad de la enfermedad y del estado general de la salud del paciente. Una cantidad eficaz del compuesto es la que
proporciona alivio subjetivo de un sintoma o una mejora objetivamente identificable segun lo observado por el médico u
otro observador calificado.

Las administraciones Unicas o multiples de las composiciones se administran dependiendo de la dosificaciéon y
frecuencia segun se requiera y sean toleradas por el paciente. En cualquier caso, la composicién debe proporcionar una
cantidad suficiente de las proteinas de esta invencién para tratar eficazmente al paciente. Preferiblemente, la dosis se
administra una vez, pero puede aplicarse periédicamente hasta que se alcance un resultado terapéutico o hasta que los
efectos secundarios justifiquen la interrupcion de la terapia. Generalmente, la dosis es suficiente para tratar o mejorar
los sintomas o signos de enfermedad sin producir toxicidad inaceptable para el paciente.

Las formulaciones parenterales de liberacion controlada de las composiciones inmunoconjugadas de la presente
invencion se pueden fabricar como implantes, inyecciones oleosas o como sistemas de particulas. Para una vision
general de sistemas de administracion de proteinas, véase, Banga, A.J., THERAPEUTIC PEPTIDES AND PROTEINS:
FORMULATION, PROCESSING, AND DELIVERY SYSTEMS, Technomic Publishing Company, Inc., 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 menores que
aproximadamente 1 ym se denominan generalmente nanoparticulas, nanoesferas y nanocapsulas, respectivamente.
Los capilares tienen un diametro de aproximadamente 5 um de modo que solo las nanoparticulas se administran por via
intravenosa. Las microparticulas tienen tipicamente alrededor de 100 ym de didmetro 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, paginas 219-342 (1994); y Tice & Tabibi, TREATISE ON CONTROLLED DRUG
DELIVERY, A. Kydonieus, ed., Marcel Dekker, Inc. New York, NY, paginas 315-339 (1992).

Pueden usarse polimeros para la liberacion controlada por iones de composiciones de inmunoconjugados de la
presente invencion. Se conocen en la técnica diversas matrices poliméricas degradables y no degradables para uso en
la administracion controlada de farmacos (Langer R., Accounts Chem. Res., 26: 537-542 (1993)). Por ejemplo, el
copolimero de bloques, el poloxamero 407 existe como liquido viscoso pero movil a bajas temperaturas, pero forma un
gel semisolido a temperatura corporal. Ha demostrado ser un vehiculo eficaz para la formulaciéon y suministro sostenido
de interleuquina 2 recombinante y ureasa (Johnston et al., Pharm. Res., 9: 425-434 (1992) y Pec et al., J. Parent. Sci.
Tech., 44 (2): 58-65 (1990)). Alternativamente, la hidroxiapatita se ha utilizado como un microportador para la liberacion
controlada de proteinas (ljntema et al., Int. J. Pharm., 112: 215-224 (1994)). En otro aspecto mas, los liposomas se usan
para la liberacion controlada, asi como el direccionamiento del farmaco del farmaco encapsulado con lipidos (Betageri
et al.,, LIPOSOME DRUG DELIVERY SYSTEMS, Technomic Publishing Co., Inc., Lancaster, PA, 1993). Se conocen
numerosos sistemas adicionales para la administracion controlada de proteinas terapéuticas. Véase, por ejemplo, las
patentes estadounidenses Nos. 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.

Entre diversos usos de las inmunotoxinas de la presente invencion se incluyen una variedad de estados de enfermedad
causados por células humanas especificas que pueden ser eliminadas por la accién téxica de la proteina de fusion.

Usos in vitro

En otra realizacion, esta invencion proporciona kits para eliminar células objetivo in vitro o ex vivo usando PE de la
invencion. Por ejemplo, se pueden usar inmunotoxinas que comprenden una PE de la invencidn para purgar células
objetivo de una poblacion de células en un cultivo. Asi, por ejemplo, las células cultivadas de un paciente que tiene un
cancer que expresa CD22 pueden purgarse de células cancerosas poniendo en contacto el cultivo con inmunotoxinas
que usan anticuerpos anti-CD22 como una fraccién de direccionamiento.

En algunos casos, las células objetivo pueden estar contenidas dentro de una muestra biolégica. Una "muestra
biologica" tal como se utiliza en la presente memoria es una muestra de tejido o fluido biolégico que contiene células
objetivo y células no objetivo. Dichas muestras incluyen, pero no se limitan a, tejido de biopsia, sangre y células
sanguineas (por ejemplo, glébulos blancos). Se obtiene tipicamente una muestra bioldgica a partir de un eucariota
multicelular, preferiblemente un mamifero tal como rata, ratén, vaca, perro, conejillo de indias o conejo, y mas
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preferiblemente un primate, tal como un macaco, un chimpancé o un ser humano. Mas preferiblemente, la muestra es
de un ser humano.

Ejemplos

Ejemplo 1

Este Ejemplo expone los materiales y métodos usados en algunos de los estudios subyacentes a la presente invencion.
Preparacion lisosomal de células Raiji

Se cosecharon células de linfoma de Raji Burkitt (1-3 x 108), se lavaron dos veces en PBS frio, una vez en regulador de
homogeneizacioén (sacarosa 250 mM, EDTA 1 mM) y se resuspendieron en 2 ml de regulador de homogeneizacion. Las
células en suspension se lisaron por cavitacion con nitrégeno con una bomba de rompimiento de células de 45 mL (Parr
Instrument Company, Moline, IL) enfriada a 4°C y presurizada con gas nitrogeno a 150-200 psi durante 10 min. Las
células rotas se centrifugaron a 800 x g durante 10 min. El sobrenadante postnuclear (capa media) se retiré y se coloco
en capas en 8,5 ml de solucion de PERCOLL® al 27% amortiguado sobre una capa de 1,2 ml de regulador de
homogeneizacion 10X en un tubo de centrifuga de 16 x 76 Ultraclear Beckman (Beckman Coulter, Inc. Fullerton, CA) y
se centrifugaron a 4°C en un rotor de Ti tipo 50 de Beckman durante 1 h a 36.000 x g. Las fracciones del gradiente de
PERCOLL® se recogieron y después se ensayaron individualmente para ¢ - la actividad de hexosaminidasa como se
describe (Schaub, B.E. et al., Curr Protoc Cell Biol, 15: 8-8-12 (2005)). Las fracciones con actividad maxima se
reunieron, se transfirieron a tubos de policarbonato de 13 x 51 mm de paredes gruesas y se centrifugaron a 4°C usando
un rotor S100 AT4-542 durante 30 min a 200.000 x g para eliminar el PERCOLL®. El sobrenadante se recogio y se usé
para digerir inmunotoxinas.

La digestion de proteasa lisosomal de B3 (dsFv)-PE38 y la secuenciacion del extremo terminal N de los fragmentos

Se usaron proteasas lisosomales purificadas catepsina B, catepsina D y catepsina S (EMD Biosciences, San Diego,
CA), o la fraccion lisosomal de células Raji para digerir la inmunotoxina B3 (dsFv)-PE38. Se incubé B3 (dsFv)-PE38 (0,2
mg/ml) con 5 pg/ml de proteasas lisosomales de catepsina purificada (catepsinas B, D y S) o con 30% (v/v) de la
fraccion lisosomal de células Raji a 37°C en regulador que contenia MES 0,1 M (pH 5,5), NaCl 150 mM, DTT 2 mM,
EDTA 2 mM y Triton X-100 al 0,5%. A intervalos de tiempo entre 0 y 60 h después del inicio de la incubacioén, se
retiraron las alicuotas en regulador de muestra de SDS-PAGE de tris-glicina y se incubaron a 85°C durante 5 min. Se
aplicé la mitad de cada muestra en un gel de proteina de tris-glicina de acrilamida Novex al 4-20% (Invitrogen
Corporation, Carlsbad, CA) y se visualizé usando la tincion de proteina con azul de Microwave Blue Coomassie (Protiga
Inc., Frederick, MD). La muestra restante se fracciond por electroforesis en gel de la misma manera y luego se
electrotransfirié sobre una membrana de PVDF (ProBlott, Applied Biosystems, Inc., Foster City, CA) en un regulador
CAPC 10 mM (pH 11) usando una unidad de transferencia semiseca. Después de la transferencia, la membrana se
enjuago brevemente con agua, se tifié con 0,1% de azul de Coomassie R-250 en acido acético al 0,5%/metanol al 40%
durante 2 min y luego se decoloré en metanol al 50% en agua. Las bandas de proteina se cortaron de la membrana y se
analizaron usando un secuenciador de proteina automatizado Procise 494 cLC (Applied Biosystems, Inc.).

Mutaciones en HA22

Las mutaciones en HA22 se generaron usando mutagénesis dirigida al sitio Quikchange (Stratagene, La Jolla, CA) con
cebadores de mutagénesis de Lofstrand Labs Limited (Gaithersburg, MD).

Purificacion de inmunotoxinas: Las inmunotoxinas se purificaron como se describe (Pastan, I. et al., Methods Mol Biol,
248: 503-518 (2004)), excepto que se afadio glutation oxidado, no reducido, al regulador de replegamiento.

Lineas celulares

Se obtuvieron lineas celulares de linfoma de Burkitt humanas CD22-positivas (CA46, Daudi, Raji y Ramos) de la
American Type Culture Collection (Manassas, VA). La linea celular KOPN-8 ALL se obtuvo del Dr. Alan Wayne en el
Instituto Nacional del Cancer (Bethesda, MD). La linea celular WSU-CLL [que puede ser realmente un derivado de la
linea celular REH ALL (Drexler, HG et al., Leukemia, 16: 1868-1870 (2002))] se obtuvo del Dr. A. Al-Katib Wayne State
University, Detroit, Ml). Todas las lineas celulares se cultivaron a 37°C con 5% de CO; en medio RPMI-1640
complementado con FBS al 10%, L-glutamina 2 mM, piruvato de sodio 1 mM, 100 U de penicilina y 100 g de
estreptomicina (Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA).

Ensayos de citotoxicidad
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La supervivencia celular de lineas celulares tratadas con inmunotoxinas se midié mediante el ensayo WST-8 usando el
Kit-8 de recuento de células (Dojindo Molecular Technologies, Inc., Gaithersburg, MD) esencialmente como se describe
en el manual técnico. Brevemente, se incubaron 10.000 células/pozo con toxina en una placa de 96 pozos (Pastan, I. et
al., Methods Mol Biol, 248: 503-518 (2004)) durante 48-72 h, después de lo cual se afadio el reactivo CCK-8 a los
pozos. Las placas se incubaron hasta que los pozos con la absorbancia maxima a 450 nm alcanzaron valores de ~ 1
DO. Se usé ciclohexamida (10 e g/ml de concentracién final) como control para 100% de muerte celular. Los valores se
normalizaron entre los controles de ciclohexamida y PBS/HSA (0,2%) y se ajustaron a una ecuacion sigmoidea de 4
parametros estandar con una pendiente variable usando el programa GraphPad PRISM® (v 2.00) (GraphPad Software,
Inc., La Jolla, CA) para obtener la concentracion de inmunotoxina a la que habia un 50% de muerte celular (ICsp). Las
células de pacientes con CLL y HCL se ensayaron como se describié anteriormente (Kreitman, R.J. et al., Clin. Cancer
Res., 6: 1476-148 7 (2000)). En pocas palabras, las células de leucemia se incubaron con inmunotoxinas recombinantes
durante 3 dias, luego se trataron con *H-leucina para evaluar la inhibicion de la sintesis de proteinas o con WST-1 para
evaluar la muerte celular.

Analisis estadistico

Los valores de ICso de pares emparejados de ensayos de citotoxicidad que analizan el efecto de HA22 y HA22-LR sobre
la supervivencia de lineas celulares Raji (n = 10), Ramos (n = 3), Daudi (n = 3), CA46 (n = 5) ), KOPN8 (n = 3), y WSU-
CLL (n = 4) se compararon usando una prueba t de dos colas emparejada.

Toxicidad no especifica del raton

Se inyectaron en forma intravenosa ratones desnudos hembra (5-6 semanas, 18-22 g) con una dosis Unica de 2,0
mg/kg de HA22 o HA22-LR que vari6é de 2,5-20 mg/kg en 0,2 ml de PBS que contenia 0,2% de HSA. Los ratones se
observaron durante 10 dias. Todos los procedimientos que involucran a ratones se llevaron a cabo de acuerdo con las
directrices de los Institutos Nacionales de Salud aprobadas por el Comité de Cuidado y Uso de Animales del Instituto
Nacional del Cancer.

Farmacocinética: Se inyectaron en la vena de la cola 9 ratones hembra Balb/c con 10 ug de HA22 o HA22-LR en 0,2 ml
de PBS con HSA al 0,2%. Se tomaron muestras de sangre de tres ratones separados a intervalos de tiempo de 2, 5, 10,
20, 30 y 60 minutos desde el momento de la inyeccion, y cada ratén fue sangrado dos veces. Grupos de tres ratones se
sangraron a intervalos de tiempo de 2 y 60 min, 5 y 30 min, o 10 y 20 min. Se recogi6 el suero de las muestras de
sangre y se analizd mediante ELISA (Bang S. et al., Clin Cancer Res, 11: 1545-1550 (2005)) en comparacion con una
curva estandar de la inmunotoxina pura correspondiente para determinar la concentraciéon de inmunotoxina en el suero
del raton.

Actividad antitumoral de xenoinjerto de ratdén: Se inyectaron en forma subcutanea cuarenta ratones hembra con
inmunodeficiencia combinada severa (SCID) con 107 células CA46 el dia 0 como se describié anteriormente (Kreitman,
RJ et al., Int. J. Cancer, 81: 148-155 (1999)). El volumen del tumor fue medido regularmente mediante un calibrador
durante las siguientes 6 semanas. Cuando el tamafio promedio alcanzo ~120 mm?, 6 dias después de la implantacion,
los ratones se dividieron en cinco grupos de ocho y se inyecté QOD X 3 con 0,2 ml de PBS que contenia HSA al 0,2% y
HA22 (0,3 mg/kg) o HA22-LR (1,0, 1,75 0 2,5 mg/kg), o se dejaron sin tratar (PBS/HSA al 0,2% solamente). Los ratones
fueron sacrificados si sus tumores excedian 1.000 mm? o al final del experimento de 10 semanas.

Ejemplo 2

Este Ejemplo expone los resultados de los estudios de escision con proteasa lisosomal de PE. Las inmunotoxinas son
internalizadas en las células a través de endocitosis mediada por el objetivo, y deben llegar al citosol para ejercer su
efecto toxico. Dado que los lisosomas son la principal via de degradacion de las macromoléculas exégenas
internalizadas, las inmunotoxinas deben evitar la degradacion lisosomal en su camino hacia el citosol (Fitzgerald, D.,
Semin Cancer Biol, 7: 87-95 (1996)). Por lo tanto, se realizaron estudios para determinar si se podria producir una
inmunotoxina identificando y eliminando sitios de escision de proteasas lisosomales en la inmunotoxina.

Digestion de las inmunotoxinas por proteasa lisosomal

Para determinar la ubicacién de los sitios de escisidon con proteasa lisosomal dentro de las inmunotoxinas, se requirié
una gran cantidad de una inmunotoxina altamente purificada. Se dispuso de una gran cantidad de inmunotoxina B3
(dsFv)-PE38, que contiene el mismo fragmento PE38 que HA22, pero con un Fv diferente como la fraccion de
direccionamiento, (Reiter, Y. et al., Cancer Res, 54: 2714-2718 (1994)). Se incubo B3(dsFv)-PE38 ya sea con extractos
lisosomales preparados a partir de células Raji o con proteasas lisosomales purificadas catepsina B, catepsina D o
catepsina S. Se eliminaron partes alicuotas de la reaccion a veces entre 0 y 60 h y se separaron vy visualizaron los
fragmentos mediante la reduccion de SDS-PAGE.
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Cada gel mostré dos bandas esperadas en el tiempo 0 que corresponden a los polipéptidos VL-PE38 y VH enlazados
por disulfuro, que migran a aproximadamente 50 kDa y 12 kDa, respectivamente. La digestion de B3(dsFv)-PE38 con
extracto lisosomal mostré cinco fragmentos de escision de 38 kDa (Lys-1), 30 kDa (Lys-2), 27 kDa (Lys-3), 25 kDa (Lys-
4), y 23 kDa (Lys-5). La digestion con catepsina B mostré tres fragmentos de 38 kDa (B-1), 30 kDa (B-2) y 25 kDa (B-3).
La digestion con catepsina D mostré al menos cinco fragmentos: 36 kDa (D-1), 30 kDa (D-2), 15 kDa (D-3), 14 kDa (D-
4) y 13 kDa (D-5). La digestiéon con catepsina S mostré cuatro fragmentos: 38 kDa (S-1), 30 kDa (S-2), 25 kDa (S-3) y
13 kDa (S-4). Las cuatro digestiones contienen varios fragmentos que migran con pesos moleculares similares, lo que
sugiere que los sitios de escision pueden ser similares.

Para localizar los sitios de escision, los fragmentos se separaron por SDS-PAGE, se inmovilizaron mediante
electrotransferencia, y se secuenciaron usando la degradacion de Edman. Las secuencias del extremo terminal N se
compararon con la secuencia de B3(dsFv)-PE38 para determinar las ubicaciones de los sitios de escision. Las
secuencias de varios fragmentos corresponden al extremo terminal N de B3(dsFv)-PE38 VL-PE38 (Lys-4, Lys-5, D-5y
S-4). Los fragmentos restantes se encuentran en los dominios Il o Ib de PE38. No se encontraron sitios de escision en
el dominio Il de Fv o PE.

Eliminacion de regiones susceptibles a la proteasa

Dado que hay numerosas proteasas lisosomales con una especificidad amplia y a menudo superpuesta, y los sitios
observados se agrupan en un segmento limitado de PE38, los sitios de escision se eliminaron haciendo supresiones
para eliminar los sitios.

Aunque B3(dsFv)-PE38 se uso para estudiar los sitios de escision, ya no se persigue para uso terapéutico. Se uso otra
inmunotoxina basada en PE38, HA22, para estudiar los efectos de las supresiones en el sitio. HA22 es una variante
mas activa, optimizada por afinidad, de la inmunotoxina anti-CD22 BL22 (Salvatore, G. et al., Clin Cancer Res, 8: 995-
1002 (2002)) y se encuentra actualmente en ensayos clinicos para el tratamiento de neoplasias de células B (leucemia
linfocitica crénica [CLL], leucemia de células pilosas [HCL] y leucemia linfoblastica aguda [ALL]). Se introdujeron una
serie de supresiones que eliminan grandes segmentos de los dominios Il y Ib de PE38 en HA22. Las proteinas mutantes
se expresaron, se purificaron y se compararon con HA22 in vitro usando ensayos de citotoxicidad en células Raiji.

La Figura 3 indica la porcion de la secuencia de PE nativa que permanece en HA22 y en otras formas mutadas de PE
(denominadas como M1-M5) creadas en el transcurso de los presentes estudios, y las actividades de M1-M5 en relacion
con HA22 en células Raji. La eliminacion de los residuos 251 a 273 (M1) o 365 a 394 (M2) no afecta sustancialmente a
la actividad de la inmunotoxina. Del mismo modo, la supresion de los residuos 251 a 273 y 350 a 394, junto con el
cambio de una cisteina libre en la posicion 287 por serina (M3), produce una inmunotoxina completamente activa. La
mutacion C287S combinada con la supresion de los residuos 350 a 394 y 251 a 280 (M4), que elimina la escision por
furina en Arg279, produce una inmunotoxina que es aproximadamente 5 veces menos activa que HA22.
Inesperadamente, un mutante con grandes supresiones que eliminé la mayoria de los residuos y todos los sitios de
escision del dominio Il y Ib (M5) sigue siendo muy activo. EI mutante M5 retiene soélo una secuencia de 11 residuos
(274-284) en el dominio Il que contiene el reconocimiento de furina y el sitio de escision de Arg279.

El mutante M5 de HA22 fue denominado ahora como "HA22-LR" para indicar que es "resistente a los lisosomas". Para
verificar que HA22-LR es resistente a la degradacion lisosomal, se tratd con extractos lisosomales y se examino
mediante SDS-PAGE durante 24 h. Aunque HA22 se hidroliza en gran medida en fragmentos mas pequefios en 30
minutos y se fragmenta completamente después de 4 h, la protedlisis de HA22-LR fue mucho mas lenta, con hidrolisis
apenas detectable a las 2 h y una fraccion intacta considerable aun detectable después de 24 h.

Ejemplo 3
Este Ejemplo expone los resultados de estudios de la actividad de HA22-LR en lineas celulares CD22 positivas.

La actividad de HA22-LR se investigd en lineas de células tumorales CD22 positivas adicionales y se compard con
HA22 usando una prueba t de dos colas pareado entre los valores de ICs resultantes (Tabla 1). HA22-LR tenia una
actividad indistinguible de HA22 en las lineas celulares de linfoma Ramos (n = 3), CA46 (n = 5) y Daudi (n = 3), pero
tenia diferencias significativas frente a la linea celular WSU-CLL (actividad del 212%, p = 0,01, n = 4), la linea celular
KOPN-8 ALL (actividad del 22%, p = 0,01, n = 3) y la linea celular Raji (49%, p = 0,0002, n = 10). Aunque existe cierta
variabilidad en la actividad de HA22-LR, HA22-LR y HA22 tenian actividades generalmente similares en lineas celulares
CD22-positivas.

TABLA 1. Actividad de HA22 y HA22-LR en seis lineas celulares CD22 positivas

ICs0 = EE (ng/ml)
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Linea Celular HA22 HA22-LR Actividad Relativa
CA46 (n = 5) 0,30 £0,08 0,26 + 0,06 1,15
Daudi (n = 3) 0,27 + 0,04 0,24 + 0,04 1,12
Ramos (n = 3) 1,62 +0,28 1,78 £0,15 0,91
Raji* (n = 10) 0,36 + 0,04 0,73 +0,09 0,49
KOPN-8* (n = 3) 0,10 £0,02 0,45+ 0,05 0,22
WSU-CLL" (n=4) 2,50 + 0,53 1,18 £ 0,34 2,12

* Indica una diferencia significativa (p <0,05 en una prueba t pareada de dos colas) entre los valores de ICsy de
HA22 y HA22-LR.

Ejemplo 4

Este Ejemplo expone los resultados de estudios de la actividad de HA22-LR en células malignas CD22 positivas recién
obtenidas de pacientes.

Para determinar si la nueva inmunotoxina también mataria células obtenidas directamente de pacientes, se probd en
células de 5 pacientes con CLL y 3 con HCL. Como se muestra en la Tabla 2, se observé actividad para todas las
poblaciones de células de pacientes ensayadas con HA22-LR. En CLL, las células malignas de los 5 pacientes fueron
mas sensibles a HA22-LR que a HA22, por una media de mas de 17 veces (p = 0,009, Wilcoxon). Las ICso para la
inhibicion de la sintesis de proteinas oscilaban entre <1y 5,6 ng/ml. HA22-LR inhibi6 la sintesis de proteinas en un 55%
a 1 ng/ml en células de pacientes con CLL # 2 (ICsp <1 ng/ml). Los ensayos para la muerte celular en células de
pacientes con CLL también mostraron mas sensibilidad a HA22-LR que a HA22. Mientras que las ICso de HA22 en
células de pacientes con CLL variaron ampliamente de 8 a > 1.000 ng/ml, las ICso de HA22-LR variaron por menos de
10 veces. En HCL, HA22-LR fue generalmente menos activo que HA22 con respecto a la inhibicion de la sintesis de
proteinas. Los ensayos para la muerte celular en dos de las tres poblaciones de células de pacientes con HCL
mostraron hallazgos similares. En resumen, HA22-LR fue altamente citotoxica hacia células de CLL y HCL CD22
positivas, pero entre las células de CLL, que muestran una sensibilidad variable hacia HA22, la citotoxicidad de HA22-
LR fue significativamente mas potente y mas uniforme.

Tabla 2. Citotoxicidad de HA22 y HA22-LR hacia leucemia linfocitica cronica (CLL) y células de leucemia de células
pilosas (HCL) recién obtenidas de pacientes

ICs0 £ SD (ng/mL)

Tipo y Paciente No. HA22 HA22-LR Actividad Relativa Tipo de ensayo
CLL#1 >1000 47 + 0,54 >210 Sintesis de proteinas
CLL#1 55+12,8 3,4+0,53 16,2 Muerte celular
CLL#2 16,8 + 1,05 <1 >16,8 Sintesis de proteinas
CLL#2 10,1 £ 0,48 1,32 +0,164 7,65 Muerte celular
CLL#3 8,1+2,1 3,9+0,50 2,07 Sintesis de proteinas
CLL#4 290 + 167 56+1,10 51,8 Sintesis de proteinas
CLL#5 8,0 +1,51 3,7+0,27 2,16 Sintesis de proteinas
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HCL # 1 52 +0,37 5,9+1,03 0,88 Sintesis de proteinas

HCL # 2 0,177 + 0,0062 1,25+0,24 0,14 Sintesis de proteinas

HCL #2 0,165 * 0,0098 2,0+0,39 0,08 Muerte celular

HCL # 3 1,76 £ 0,51 <1 >1,76 Sintesis de proteinas

HCL # 3 2,1+0,51 1,51 +£0,29 1,39 Muerte celular
Ejemplo 5

Este Ejemplo expone los resultados de estudios de toxicidad y farmacocinética de HA22-LR en ratones.
Estudios de toxicidad

Se inyectaron ratones desnudos por via intravenosa con una dosis Unica de HA22-LR que oscilaba entre 2,5 y 20 mg/kg
y se observaron durante 10 dias. No se observaron muertes con el nivel de dosis de 20 mg/kg (Tabla 3). No se
evaluaron dosis mayores. En contraste marcado y consistente con datos previos (Bang, S. et al., Clin Cancer Res, 11:
1545-1550 (2005)), una dosis de 2,0 mg/kg de HA22 produjo muerte en 100% (5/5) de los ratones. La dosis unica i.v.
LDso de HA22-LR es superior a 20 mg/kg, lo que indica una disminucion de la toxicidad no especifica de mas de 10
veces con respecto a HA22.

Farmacocinética

Se inyectaron ratones Balb/c con 10 yg de HA22 o HA22-LR y se sangraron a intervalos entre 2 y 60 minutos. La
concentracion de inmunotoxina en suero de ratén se midié mediante ELISA. Los datos se ajustaron a una tnica funcion
exponencial de decaimiento (Fig. 5). La vida media (t12) de HA22 fue de 14,6 min (k = 0,047), mientras que la vida
media de HA22-LR fue de 7,8 min (k = 0,089).

Tabla 3. Toxicidad no especifica de HA22-LR

Inmunotoxina Dosis (mg/kg)  Muerte/ratones totales
HA22 2,0 5/5
HA22-LR 25 0/12
5,0 0/4
10 0/10
20 0/10

Ejemplo 6
Este Ejemplo expone los resultados de estudios in vivo de HA22-LR sobre xenoinjertos en ratones.

Basandose en la comparabilidad de la actividad in vitro de HA22 y HA22-LR y la baja toxicidad animal de HA22-LR, se
ensayo la eficacia de HA22-LR en un modelo de tumor de xenoinjerto de ratén. Los ratones SCID con tumores de
xenoinjerto CA46 con un promedio de ~120 mm? se trataron intravenosamente QOD X 3 con PBS, 0,3 mg/kg de HA22 o
HA22-LR con dosis de 1,0, 1,75 0 2,5 mg/kg. El tamafio del tumor se midié regularmente hasta durante 40 dias (Fig. 6)
y se observo visualmente durante 10 semanas.

Los tumores de los ratones tratados con PBS crecieron rapidamente hasta un tamafio promedio superior a 1.000 mm3 el
dia 26. Los ratones tratados en los dias 6, 8 y 10 con 0,3 mg/kg de HA22, la dosis maxima que se puede administrar a
los ratones QOD X 3 sin toxicidad, provoco regresiones que llevaron el tamafio medio del tumor a un minimo de ~52
mm?3 al dia 12. Para el dia 21 todos los tumores habian reanudado un rapido crecimiento.
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La respuesta tumoral a la dosis de 1,0 mg/kg de HA22-LR fue similar a la respuesta a 0,3 mg/kg de HA22, pero 1,75
mg/kg de HA22-LR fue mucho mas eficaz. En el dia 14, 5/8 de los ratones tratados con 1,75 mg/kg de HA22-LR
presentaron tumores indetectables que permanecieron imperceptibles durante la duracién del estudio. Los otros
tumores se contrajeron inicialmente, pero crecieron hasta un tamario medio de 54 mm? el dia 40. La dosis de 2,5 mg/kg
de HA22-LR demostré una actividad antitumoral notable. En 7/8 de los ratones los tumores desaparecieron por
completo el dia 14 y no habian regresado por 10 semanas. Un tumor disminuyé a 10 mm? el dia 14, pero crecio hasta
30 mm?® el dia 40. Se concluye que la baja toxicidad animal de HA22-LR permite administrar dosis mayores de
inmunotoxina de manera segura, lo que mejora dramaticamente la actividad antitumoral de la inmunotoxina.

Ejemplo 7

Este Ejemplo discute los resultados de los estudios usando como la fracciéon de direccionamiento un anticuerpo que se
une a un antigeno denominado mesotelina presente en la superficie de muchos canceres.

Se ha ensayado una inmunotoxina que utiliza el anticuerpo, conocido como "SS1" (véase, por ejemplo, la patente de
Estados Unidos No. 7.081.518) como la fraccion de direccionamiento, y PE38 como la fraccion de toxina en un ensayo
clinico de fase | en pacientes con mesotelioma o cancer de ovario que habian fracasado con terapias estandar (Hassan,
R. et al., Clin Cancer Res, 13: 5144-5149 (2007)). Para comparar el efecto de usar una PE resistente a los lisosomas de
la invencion, la PE utilizada en la inmunotoxina HA22-LR discutida en los Ejemplos anteriores se fusiono al anticuerpo
SS1 para formar la inmunotoxina SS1-PE-LR y se ensayd en lineas celulares que expresaban mesotelina contra una
inmunotoxina similar de SS1 fusionada a PE38.

Los resultados se muestran en la Tabla 4. Como se puede observar, para dos de las lineas celulares, la citotoxicidad
era comparable, mientras que, para una linea celular, la inmunotoxina con PE-LR era 3,72 veces mas citotoxica para las
células que la inmunotoxina hecha con PE38. En una linea celular, la inmunotoxina SS1-PE-LR tenia aproximadamente
la mitad de la citotoxicidad de la inmunotoxina PE38, indicando que seria muy util si, como la inmunotoxina HA22-LR,
pudiera administrarse en dosis mucho mayores sin toxicidad. La inmunotoxina SS1-PE-LR tenia valores de ICs en el
intervalo de ng/ml de un solo digito en 5 de las 6 lineas celulares ensayadas. Para una linea celular, la inmunotoxina
SS1-PE-LR era mucho menos citotoxica para las células que la inmunotoxina basada en PE38. Estos resultados
muestran que las inmunotoxinas que usan PE-LR como fraccion toxica es probable que sean agentes terapéuticos
utiles, pero, al igual que la mayoria de los agentes terapéuticos, no necesariamente seran utiles contra las células de
todos los canceres u otros trastornos. El médico puede determinar facilmente si cualquier molécula quimérica particular
que se utilice como la fraccion de toxina, una PE de la invencion sera eficaz en células objetivo, tales como las del
cancer de un paciente, tomando una biopsia de las células objetivo a las que la molécula quimérica va a ser dirigida y
probar la molécula quimérica sobre las células de la biopsia para determinar si son susceptibles de tener su crecimiento
inhibido por la molécula quimérica, con una ICsg en el intervalo de ng/mL de un solo digito indicando que la inhibicién del
crecimiento es aceptable.

Tabla 4. Citotoxicidad de la inmunotoxina SS1-PE y SS1-PE-LR a las células de las lineas celulares que expresan

mesotelina.
ICs0 (ng/ml)

Linea Fraccion de Inmunotoxina elaborada con | Inmunotoxina elaborada con Actividad
Celular direccionamiento PE38 PE-LR relativa
L55 SS1 4,77 + 0,87 3,87 £0,41 1,23
A1847 SS1 4,06 £ 0,35 4,24 +0,28* 0,96
A431/K5 SS1 0,20 £ 0,02 1,19 +£0,19 0,17
OVCAR-8 SS1 2,32 +0,58 4,29 +0,67* 0,54
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HAY SS1 4,54 £ 0,59 1,22+ 0,15 3,72
+ 200X
KB31 SS1 5,15+ 0,57 + 1000*
Disminuye

* - Muerte celular incompleta.

Ejemplo 8
Este Ejemplo discute los resultados de los estudios expuestos aqui.

La supresidon de sitios susceptibles a la proteasa en PE produjo una forma mas pequefia de PE que, en una
inmunotoxina de ejemplo, HA22-LR, mantuvo una actividad citotdxica excelente en lineas celulares CD22 positivas y en
células aisladas directamente de pacientes con HCL y CLL. Ademas, HA22-LR fue considerablemente menos toxico
para los ratones, lo que demuestra una reduccién de mas de 10 veces en la toxicidad no especifica. Estudios previos en
ratones han demostrado que HA22 tiene una dosis Unica de LDsp de 1,33 mg/kg (Bang, S. et al., Clin Cancer Res, 11:
1545-1550 (2005)). Los estudios subyacentes a la presente invencién demostraron que una sola dosis intravenosa de
2,0 mg/kg de HA22 matd 5/5 ratones, pero las dosis de HA22-LR hasta 20 mg/kg no mataron a ninguno de los ratones
inyectados. Esta gran disminucion en la toxicidad animal permitié la administracion de dosis de tratamiento mucho mas
altas, lo que condujo a una actividad antitumoral mucho mayor.

La toxicidad no especifica de las inmunotoxinas en ratones es principalmente el resultado de dafio hepatico (Kreitman,
RJ et al., Blood, 83: 426-434 (1994), Onda, M. et al., J Immunol, 165: 7150-7156 (2000), Onda, M. et al., J. Immunol,
163: 6072-6077 (1999); Onda, M. et al., Cancer Res, 61: 5070-5077 (2001)), y la toxicidad en pacientes también se
debe en parte a la toxicidad hepatica (Kreitman, RJ et al., J Clin Oncol, 23: 6719-6729 (2005), Hassan, R. et al., Clin
Cancer Res, 13: 5144-5149 (2007), Kreitman, RJ et al., N Engl J. Med., 345: 241-247 (2001), Kreitman, RJ et al., J Clin
Oncol, 18: 1622-1636 (2000)). La toxicidad hepatica del raton a LMB-2 (una inmunotoxina dirigida al receptor de
interleuquina 2), y por extension todas las inmunotoxinas PE38, esta asociada con la acumulaciéon de la inmunotoxina
en células Kupffer en el higado, lo que conduce a la liberacion localizada de TNF-+ y hepatotoxicidad severa (Onda, M.
et al., J Immunol, 165: 7150-7156 (2000)). La baja toxicidad no especifica de HA22-LR indica que carece de elementos
en HA22, presumiblemente los segmentos eliminados de los dominios Il y Ib, responsables de la captacion por la célula
de Kupffer y/o estimulacion de la liberacion de TNF-«. Sin embargo, los segmentos eliminados no son esenciales para la
toxicidad dirigida anti-CD22, puesto que HA22-LR retiene actividad antitumoral similar a HA22.

Otro factor que puede contribuir a la diferencia en la toxicidad no especifica es la diferencia en las semividas de HA22 y
HA22-LR (Figura 5), lo cual es probablemente debido a una filtracién y eliminacion mas eficaces de HA22-LR (51,0 kDa)
que HA22 (63,3 kDa) por glomérulos en el rifion (Brenner, BM et al., Am J Physiol, 234: F455-F460 (1978)). Sin
embargo, la diferencia de 2 veces en la semivida sola es insuficiente para explicar la diferencia de > 10 veces en la
toxicidad no especifica. Los esfuerzos anteriores para reducir la toxicidad no especifica de las inmunotoxinas han
demostrado que la disminucion del punto isoeléctrico (pl) del Fv en las inmunotoxinas LMB-2, B3(dsFv)-PE38 o SS1P
disminuye su toxicidad no especifica aproximadamente 2 a 3 veces en ratones (Onda, M. et al., J Immunol, 163: 6072-
6077 (1999), Onda, M. et al., Cancer Res, 61: 5070-5077 (2001)). Esta observaciéon no tiene en cuenta la diferencia
entre HA22 y HA22-LR, ya que los dos constructos tienen un Fv idéntico y el pl de HA22-LR esta ligeramente
incrementado con respecto al pl de HA22 (pIHA22 = 5,26 y pIHA22-LR = 5,63). Ademas, la diferencia de 2 a 3 veces en
la toxicidad observada para esta estrategia es también mucho menor que la diferencia > 10 veces entre HA22 y HA22-
LR.

Para producir la inmunotoxina HA22-LR, se determinaron y eliminaron los sitios de escision de proteasas lisosomales
dentro de PE38. La inmunotoxina B3(dsFv)-PE38 se digirié con ambos extractos lisosomales y las catepsinas B, D y S,
que han sido implicadas en el procesamiento del antigeno (Pliger, EB et al., Eur J Immunol, 32: 467-476 (2002); Zhang,
T. et al., Immunology, 100: 13-20 (2000), Deussing, J. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 95: 4516-4521 (1998),
Nakagawa, TY et al., 10: 207-217 (1999), Shi, GP et al., Immunity, 10: 197-206 (1999)). Se encontré que la escisiéon de
proteasa lisosomal de las inmunotoxinas basadas en PE se concentraba dentro de los dominios Il y Ib del fragmento de
toxina PE38. El trabajo previo con PE nativa ha mostrado que el dominio Ib es altamente susceptible a una protedlisis
limitada con quimotripsina, serina proteinasa estafilocécica, pepsina A y subtilisina (Bourdenet, S. et al., Eur J Biochem,
192: 379-385 (1990)), lo que confirma que el dominio Ib es facilmente accesible a las proteasas. Los resultados de la
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presente invencion muestran que el dominio Il en PE38 es también accesible a la proteasa mientras que el dominio Ill
es menos facilmente escindido, probablemente debido a una estructura mas compacta y estable.

La informacién del analisis de escisidon se usé para producir una serie de supresiones en la inmunotoxina HA22 que, en
la construccion denominada "M5", eliminé la mayoria de los dominios Il y Ib, dejando solo un corto tramo de 11
aminoacidos del dominio Il (Fig. 3). Este fragmento de 11 residuos esta compuesto por la secuencia de aminoacidos
RHRQPRGWEQL (SEQ ID NO: 11) y contiene un sitio de escision de proteasa de furina que es importante para el
procesamiento intracelular y la activacion de la toxina nativa (Ogata, M. et al., J. Biol Chem, 265: 20678-20685 (1990),
Jinno, Y. et al., J. Biol Chem, 264: 15953-15959 (1989)). Este constructo, denominado ahora HA22-LR para enfatizar su
mayor resistencia a proteasas lisosomales, esta compuesto por un dsFv anti-CD22 unido a un fragmento de 25 kDa de
PE (PE25) que contiene el fragmento de 11 residuos del dominio Il y todo el dominio Ill. Cuando se ensayaron en varias
lineas celulares que expresan CD22, la actividad de HA22-LR fue similar a la inmunotoxina HA22 de la que se derivo.

Las investigaciones anteriores han demostrado que el dominio Ib no es esencial para la actividad de las inmunotoxinas
de PE (Siegall, CB et al., J Biol Chem, 264: 14256-14261 (1989), Kihara, A. y Pastan, I., Bioconjug Chem, 5: 532-538
(1994), Debinski, W. et al., Mol Cell Biol, 11: 1751-1753 (1991), Kuan, CT y Pastan, |. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 974-
978 (1996), Prior, Tl et al., Biochemistry, 31: 3555-3559 (1992)). Sin embargo, se ha propuesto que el dominio Il
desempefia un papel clave en la translocacion de la membrana durante la intoxicacion por PE (Hwang, J. et al., Cell, 48:
129-136 (1987), Prior, Tl et al., Biochemistry, 31: 3553-3559 (1992), Taupiac, MP et al., Mol Microbiol, 31: 1385-1393
(1999), Wedekind, JE et al., J. Mol Biol, 314: 823-837 (2001), Mere, J. et al., J Biol Chem, 280: 21194-21201 (2005)).
Los resultados reportados aqui indican que un componente principal de la actividad de translocacion del dominio |l
puede localizarse en un corto tramo de residuos alrededor del sitio de escision por furina. Los datos que muestran una
disminucion de 5 veces en la actividad del mutante M4, que elimina el sitio de escision por furina, y un trabajo previo
(Jinno, Y. et al., J Biol Chem, 264: 15953-15959 (1989)) indican que la escision por furina juega un papel importante en
la citotoxicidad de PE. Una posibilidad adicional es que la resistencia de HA22-LR a la degradacion lisosomal pueda
compensar cualquier pérdida de actividad de translocacion al permitir que HA22-LR sobreviva mas tiempo dentro de la
célula. Los objetivos de superficie celular de las inmunotoxinas y el tipo de célula objetivo también pueden influir en su
trafico intracelular y el acceso al citosol.

HA22-LR tenia una citotoxicidad similar o ligeramente menor en comparacion con HA22 en células con alta expresion
de CD22, incluyendo lineas celulares CD22 positivas y células HCL frescas. Sin embargo, su citotoxicidad en células
CLL fue mas potente y mas uniforme que HA22. Esto puede deberse a la resistencia de HA22-LR a la degradacion
lisosomal que conduce a una supervivencia intracelular mas prolongada en relacion con HA22. Es improbable que esto
fuera simplemente porque HA22-LR sobrevive mas tiempo que HA22 en el medio durante la incubacion de 3 dias
utilizada en los estudios, ya que otros experimentos han demostrado que HA22 tiene una excelente estabilidad en suero
y en medio de cultivo celular. Es posible que la digestién con proteasa lisosomal sea un mecanismo principal de
resistencia a las inmunotoxinas para células con CLL, y que la molécula HA22-LR supera esta resistencia. La digestion
con proteasas lisosomales también estaria presente en células con alta expresion de CD22, pero puede limitar el
tratamiento s6lo en CLL, donde la expresiéon de CD22 es baja y el numero relativamente pequefio de moléculas
internalizadas limita la actividad de inmunotoxina. Ademas, la actividad de HA22-LR en CLL es muy similar a la
observada para HA22 en HCL, lo que sugiere que HA22-LR se debe desarrollar mas como tratamiento potencial para
esta enfermedad.

Ademas de las toxicidades no especificas, otro factor importante que limita la utilidad de las inmunotoxinas es el
desarrollo de anticuerpos que reaccionan con la toxina y neutralizan su actividad. Otro trabajo del laboratorio de los
presentes inventores describid recientemente una inmunotoxina mutante, HA22-8X, que es significativamente menos
inmunogénica en ratones, porque muchos, pero no todos, de los epitopos de células B han sido eliminados.
Afortunadamente, la mayoria de los epitopos de células B restantes en HA22-8X se localizan en las regiones del
dominio Il suprimidas en HA22-LR. La combinacién de las mutaciones en ambas moléculas producira una inmunotoxina
que es aun menos inmunogénica.

HA22-LR tiene varias ventajas sobre HA22 que se espera sean aplicables a otras inmunotoxinas de PE, pero parece
especialmente prometedora para el tratamiento de CLL. La toxicidad no especifica de HA22-LR en ratones es mas de
10 veces menor que HA22. Por lo tanto, el uso de HA22-LR debe ayudar a prevenir los efectos secundarios
relacionados con el tratamiento y permitir que los pacientes reciban dosis mas altas para un mejor resultado terapéutico
en seres humanos. Ademas, las supresiones utilizadas para generar HA22-LR eliminan los epitopos de anticuerpos
conocidos y deberian ayudar a limitar la generacion de anticuerpos neutralizantes, permitiendo que se administren mas
ciclos de tratamiento a los pacientes. En relacién con HA22, HA22-LR también tiene una actividad mucho mas
potenciada, mas uniforme contra células de CLL derivadas de pacientes, y actividad generalmente similar en lineas
celulares CD22 positivas y células de pacientes con HCL. Por estas razones, HA22-LR representa un avance
importante en el desarrollo de inmunotoxinas.
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<170> FastSEQ para Windows Version 4.0
<210> 1

<211> 613

<212> PRT

<213> Pseudomonas aeruginosa

<220>

<223> Exotoxina A de Pseudomonas nativa (PE)

<400> 1
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Ala
Leu
Ala
Leu
Ser
65

Pro
Trp
Ile
Met
Leu
145
Met

Ala

Gly

Glu
Asp
Ile
Glu
50

Ile
Asn
Ser
Lys
Ser
130

Ala

Gln

Gln

Lys

Glu
Leu
Ala
35

Gly
Thr
Lys
Leu
Val
115
Pro

Arg

Pro

Thr

Val
195

Ala
Lys
20

Asp
Gly
Ser
Pro
Asn
100
Phe
Ile
Asp
Thr
Gln

180
Leu

Phe
Asp
Thr
Asn
Asp
val
85

Trp
Ile
Tyr
Ala

Leu
165

Pro

Cys

Asp
Gly
Asn
Asp
Gly
70

Arg
Leu
His
Thr
Thr
150
Ala

Arg

Leu

ES 2642516 T3

Leu
Val
Gly
Ala
55

Leu
Tyr
Val
Glu
Ile
135

Phe

Tle

Arg

Leu

Trp
Arg
Gln
40

Leu
Thr
Ser
Pro
Leu
120
Glu

Phe

Ser

Glu

Asp
200

Asn
Ser
25

Gly
Lys
Ile
Tyr
Tle
105
Asn
Met
Val
His
Lys

185
Pro

32

Glu
10

Ser
Val
Leu
Arg
Thr
90

Gly
Ala
Gly

Arg

Ala
170

Arg

Leu

Cys
Arg
Leu
Ala
Leu
75

Arg
His
Gly
Asp
Ala
155
Gly

Trp

Asp

Ala
Met
His
Ile
60

Glu
Gln
Glu
Asn
Glu
140
His

Val

Ser

Gly

Lys
Ser
Tyr
45

Asp
Gly
Ala
Lys
Gln
125
Leu

Glu

Ser

Glu

Val
205

Ala
Val
30

Ser
Asn
Gly
Arg
Pro
110
Leu
Leu
Ser
Val
Trp

190
Tyr

Cys
15

Asp
Met
Ala
Val
Gly
95

Ser
Ser
Ala

Asn

Val
175

Ala

Asn

vVal
Pro
Val
Leu
Glu
80

Ser
Asn
His
Lys
Glu
160
Met

Ser

Tyr



Leu
Tyr
225
Pro
Ala
Thr
Tyr
Trp
305
Ser
Arg
Gln
Ser
Ser
385
Leu
Trp
Gly
Ser
Ile
465
Tyr
Ala
Arg
Arg
Pro
545
Ala
Asn

Ala

Arg

<210> 2
<211>4

<212> PRT

Ala
210
Arg
Thr
Ala
Arg
Pro
290
Asn
Gly
Leu
Gly
Leu
370
Gly
Gly
Thr
Tyr
Ile
450
Trp
Ala
Leu
Thr
Leu
530
Glu
Glu
Val

Ile

Glu
610

Gln
Val
Val
Leu
His
275
Val
Gln
Gly
Ala
Thr
355
Thr
Asp
Asp
Val
Val
435
Val
Arg
Gln
Leu
Ser
515
Ile
Glu
Arg
Gly
Ser

595
Asp

<213> Secuencia Artificial

Gln
Leu
Ile
Thr
260
Arg
Gln
Val
Asp
Leu
340
Gly
Cys
Ala
Gly
Glu
420
Phe
Phe
Gly
Asp
Arg
500
Leu
Gly
Glu
Thr
Gly
580

Ala

Leu

Arg
Ala
Ser
245
Ala
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

Cys
Gly
230
His
His
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
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Asn
215
Asn
Arg
Gln
Arg
Val
295
Val
Glu
Ala
Glu
Ala
375
Glu
Val
Leu
Tyr
Val
455
Ile
Pro
Val
Ala
Leu
535
Arg
Ile

Asp

Asp

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

Pro

Tyr
600

Asp
Ala
His
Cys
265
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

33

Asp
Lys
Phe
250
His
Glu
Tyr
Asn
Arg
330
Glu
Ala
Glu
Tyr
Ser
410
His
Thr
Arg
Asp
Arg
490
Ser
Glu
Arg
Thr
Ala
570

Ser

Ser

Thr
His
235
Pro
Leu
Gln
Leu
Ala
315
Glu
Ser
Ala
Cys
Pro
395
Thr
Arg
Phe
Ser
Pro
475
Gly
Ser
Ala
Leu
Ile
555
Ile

Ile

Gln

Trp
220
Asp
Glu
Pro
Leu
Ala
300
Leu
Gln
Glu
Asn
Ala
380
Thr
Arg
Gln
Leu
Gln
460
Ala
Arg
Leu
Ala
Asp
540
Leu
Pro

Pro

Pro

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

Asp

Gly
605

Gly
Asp
Gly
Glu
270
Gln
Arg
Ser
Glu
Phe
350
Asp
Pro
Ala
Thr
Glu
430
Ala
Leu
Ala
Arg
Gly
510
Glu
Ile
Trp
Asp
Lys

590
Lys

Lys
Ile
Ser
255
Thr
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

Ile
Lys
240
Leu
Phe
Gly
Ser
Gly
320
Ala
Arg
val
Asp
Phe
400
Asn
Arg
Gln
Ala
Gly
480
Gly
Tyr
Glu
Gly
Leu
560
Arg
Gln

Pro
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<220>

<223> secuencia adicional sintética del terminal carboxilo de PE

<400> 2
Lys Asp Glu Leu
1
<210> 3
<211>4
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> secuencia adicional sintética del terminal carboxilo de PE

<400> 3
Arg Glu Asp Leu
1
<210> 4
<211>128
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> PE sintética truncada de 38 kD de los dominios Il (PE38) (residuos 251-364) e Ib (residuos 365-394)

<400> 4
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Pro Glu Gly
Leu Pro Leu

Gln Leu Glu
35
Leu Ala Ala
50
Ala Leu Ala
65
Glu Gln Pro

Ser Glu Arg

Ala Asn Gly
115

<210>5
<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

Gly
Glu
20

Gln
Arg
Ser
Glu
Phe

100
Pro

Ser
Thr
Cys
Leu
Pro
Gln
85

vVal

Ala

Leu
Phe
Gly
Ser
Gly
Ala
Arg

Asp

ES 2642516 T3

Ala Ala
Thr Arg
Tyr Pro
40

Trp Asn
55

Ser Gly
Arg Leu
Gln Gly

Ser Gly
120

Leu
His
25

Val
Gln
Gly
Ala
Thr

105
Asp

Thr Ala
10

Arg Gln
Gln Arg
Val Asp
Asp Leu
Leu Thr
90

Gly Asn

Ala Leu

His
Pro
Leu
Gln

60
Gly

<223> secuencia sintética del terminal carboxilo de PE (residuos 609-613)

<400> 5

<210>6

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

Arg Glu Asp Leu Lys

1

<223> sitio de escision de furina minima sintética

<220>
<221> MOD_RES

<2225 (2)...(3)

<223> Xaa = cualquier aminoacido

<400> 6

5

35

Gln
Arg
Val
45

Val
Glu
Ala

Glu

Glu
125

Ala
Gly
30

Ala
Ile
Ala

Ala

Ala
110

Cys
15
Trp

Leu
Arg
Ile
Ala

95
Gly

Arg Asn

His
Glu
Tyr
Asn
Arg
Glu
Ala

Tyr
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<210>7

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> sitio de escision de furina sintética, secuencia de consenso del motivo de escision

<220>

<221> MOD_RES

<222>(2) ... (2)

<223> Xaa = cualquier aminoacido
<220>

<221> MOD_RES

<222> (3)...(3)

<223> Xaa = Arg o Lys

<400> 7

<210> 8

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> sitio de escision de furina sintética
<220>

<221> MOD_RES

<222> (2)...(2)

<223> Xaa = cualquier aminoacido

<400> 8

ES 2642516 T3

Arg X¥aa Xaa Arg

1

Arg Xaa Xaa Arg

1
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Arg X¥aa Arg Arg
1

<210>9

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> sitio de escision de furina sintética
<220>

<221> MOD_RES

<222> (2)...(2)

<223> Xaa = cualquier aminoacido

<400> 9
Arg Xaa Lys Arg
1
<210>10
<211> 11
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> secuencia sintética de escision de furina nativa (FCS) en el dominio Il de PE

<400> 10
Arg His Arg Gln Pro Arg Gly Trp Glu Gln Leu
1 5 10
<210> 11
<211> 11
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> secuencia escindible de furina sintética con sustituciones en las posiciones P3 y P2
<400> 11
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Arg His Arg Ser Lys Arg Gly Trp Glu Gln Leu

1 5

<210> 12

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> secuencia escindible de furina sintética (FCS)

<400> 12
Arg Lys Lys Arg
1
<210> 13
<211>4
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> secuencia escindible de furina sintética (FCS)

<400> 13
Arg Arg Arg Arg
1
<210> 14
<211>4
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> secuencia escindible de furina sintética (FCS)

<400> 14

Arg Lys Ala Arg
1

<210> 15

38

10



10

15

20

25

ES 2642516 T3

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> secuencia escindible de furina sintética (FCS)

<400> 15
Ser Arg Val Ala Arg Ser
1 5
<210> 16
<211>9
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> secuencia escindible de furina sintética (FCS)

<400> 16
Thr Ser Ser Arg Lys Arg Arg Phe Trp
1 5
<210> 17
<211>9
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> secuencia escindible de furina sintética (FCS)

<400> 17
Ala Ser Arg Arg Lys Ala Arg Ser Trp
1 5

<210> 18

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
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<220>

<223> secuencia escindible de furina sintética

<400> 18
Arg Arg Val Lys Lys Arg Phe Trp
1 5

<210>19

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> secuencia escindible de furina sintética

<400> 19
Arg Asn Val Val Arg Arg Asp Trp
1 5
<210> 20
<211>9
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> secuencia escindible de furina sintética

<400> 20
Thr Arg Ala Val Arg Arg Arg Ser Trp
1 5
<210> 21
<211>4
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220>
<223> secuencia escindible de furina sintética

<400> 21
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Arg Gln Pro Arg
1

<210> 22

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> secuencia escindible de furina sintética

<400> 22
Arg His Arg Gln Pro Arg Gly Trp
1 5

<210> 23

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> secuencia escindible de furina sintética

<400> 23
Arg His Arg Gln Pro Arg Gly Trp Glu
1 5
<210> 24
<211>9
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> secuencia escindible de furina sintética

<400> 24

His Arg Gln Pro ARrg Gly Trp Glu Gln

1 5

<210> 25
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<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> secuencia escindible de furina sintética

<400> 25
Arg Gln Pro Arg Gly Trp Glu
1 5
<210> 26
<211>4
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> secuencia escindible de furina sintética

<400> 26
Arg Ser Lys Arg
1
<210> 27
<211>8
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> secuencia escindible de furina sintética

<400> 27
Arg His Arg Ser Lys Arg Gly Trp
1 5

<210> 28

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
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<220>

<223> secuencia escindible de furina sintética

<400> 28
His Arg Ser Lys Arg Gly Trp Glu
1 5
<210> 29
<211>9
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> secuencia escindible de furina sintética

<400> 29
Arg Ser Lys Arg Gly Trp Glu Gln Leu
1 5
<210> 30
<211>10
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> secuencia escindible de furina sintética

<400> 30
His Arg Ser Lys Arg Gly Trp Glu Gln Leu
1 5
<210> 31
<211>6
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220>
<223> secuencia escindible de furina sintética

<400> 31
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Arg His Arg Ser Lys Arg
1 5
<210> 32
<211>4
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> residuos terminales mutados sintéticos de PE (residuos 609-613)

<400> 32
Arg Glu Glu Leu
1
<210> 33
<211>4
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Secuencia sintética del "motivo del sitio activo" de consenso de tetranucledtido
<400> 33

rgyw 4

<210> 34

<211>3

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Secuencia sintética del "motivo del sitio activo" de consenso de serina

<400> 34

agy
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REIVINDICACIONES

1. Una exotoxina A de Pseudomonas (PE) mutada aislada que comprende una secuencia de aminoacidos que
comprende la Féormula I:

R',-FCS-R?:-R3,- dominio funcional Ill de PE (Formula 1),
en donde
n =0 o 1, independientemente, para cada R', R? y R?,
R' =1 a 10 residuos de amino &cidos

FCS = una secuencia de escision por furina de 4 a 11 residuos de aminoacidos, cuya secuencia puede ser escindida
por furina y tiene un extremo amino y un extremo carboxilo,

R2 =1 a 10 residuos de aminodcidos;

R® = 1 0 mas residuos de aminoacidos contiguos de los residuos 365 a 394 de la SEQ ID NO: 1; vy,
Dominio funcional lll de PE = residuos 395-613 de la SEQ ID NO: 1, que comprende opcionalmente:
(i) una sustitucion de uno o mas residuos de aminoacidos de los residuos 609-613 de la SEQ ID NO: 1;

(i) una sustitucion del residuo de aminoacido R490 de la SEQ ID NO: 1 por glicina, alanina, valina, leucina o isoleucina;
(iii) una sustitucién de uno o mas residuos de aminoacidos D403, R412, R27, E431, R432, R458, D461, R467, R505,
R513, R522, R538, E548, R551, R576, K590 y L597 de la SEQ ID NO: 1, cuyos residuos de la SEQ ID NO: 1 mantienen
la inmunogenicidad de un epitopo o un subepitopo del dominio Il de PE; o

(iv) una combinacion de cualquiera de (i)-(iii), y

en donde la PE carece de residuos de aminoacidos contiguos 1-273 y 285-364 como se define mediante referencia a la
SEQ ID NO: 1.

2. La PE mutada de la reivindicacion 1, en la que la FCS comprende una secuencia de aminoacidos que comprende la
Férmula Il

P4-P3-P2-P1 (Formula 1),

en la que P4 es un residuo de aminoacido en el extremo amino, P1 es un residuo de aminoacido en el extremo
carboxilo, P1 es un residuo de arginina o un residuo de lisina y la secuencia de aminoacidos de Férmula Il es escindible
en el extremo carboxilo de P1 por furina

3. La PE mutada de la reivindicacién 2, en la que la FCS
(i) comprende ademas residuos de aminoacidos representados por P6-P5 en el extremo amino,
(ii) comprende ademas residuos de aminoacidos representados por P1-P2' en el extremo carboxilo,

(iii) en la que P1 es un residuo de arginina o un residuo de lisina, P2' es triptéfano y P4 es arginina, valina o lisina, con la
condicion de que cuando P4 no sea arginina, P6 y P2 sean residuos de aminoacidos basicos y

(iv) la secuencia es escindible en el extremo carboxilo de P1 por furina.
4. La PE mutada de la reivindicacion 1, en la que la FCS es la SEQ ID NO: 10.

5. La PE mutada de la reivindicacién 1, en la que el dominio funcional lll de PE consiste en los residuos de aminoacidos
395a613dela SEQID NO: 1.

6. La PE mutada de la reivindicacion 1, en la que la PE mutada comprende uno o mas residuos de aminoacidos
contiguos de los residuos 365-394 de la SEQ ID NO: 1 entre la FCS y el dominio Il de PE.
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7. La PE mutada de la reivindicacion 1, en la que n es 0 para R', Ry R3.

8. La PE mutada de la reivindicacion 1, enlaque nes 1 paraR' y R,

9. Una molécula quimérica que comprende

(a) un ligando que se une especificamente a un antigeno o receptor en una superficie celular, conjugado o fusionado a
(b) la PE mutada de una cualquiera de las reivindicaciones 1 - 8, y

en donde la molécula quimérica carece de residuos de aminoacidos contiguos 1-273 y 285-364 como se define
mediante referencia a la SEQ NO: 1.

10. La molécula quimérica de la reivindicacion 9, en la que el ligando es un anticuerpo o fragmento del mismo que tiene
capacidad de reconocimiento del antigeno.

11. Un método para inhibir el crecimiento de una célula objetivo que tiene un exterior, comprendiendo el método poner
en contacto la célula con una molécula quimérica, comprendiendo la molécula quimérica:

(a) un ligando que se une especificamente a un antigeno o receptor en el exterior de la célula, en el que el ligando esta
conjugado o fusionado a

(b) la PE mutada de una cualquiera de las reivindicaciones 1 - 8,

en donde la molécula quimérica carece de residuos de aminoacidos contiguos 1-273 y 285-364 como se define
mediante referencia a la SEQ. ID NO: 1,y

en donde el contacto de la molécula quimérica con la célula inhibe el crecimiento de la célula.

12. El método de la reivindicacion 11, en el que el ligando es un anticuerpo o fragmento del mismo que tiene capacidad
de reconocimiento del antigeno.

13. Un acido nucleico aislado que codifica la PE mutada de cualquiera de las reivindicaciones 1 - 8.

14. El acido nucleico aislado de la reivindicacion 13, en el que el acido nucleico codifica ademas un ligando que se une
especificamente a un antigeno o receptor en una superficie celular, en donde el ligando se fusiona directamente o a
través de un enlazador peptidico a la PE.

15. El acido nucleico aislado de la reivindicacion 14, en el que el ligando es un anticuerpo o fragmento del mismo que
tiene capacidad de union al antigeno.
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